Effects of supplementation with carbohydrate and glutamine on immune and inflammatory parameters during and after exercise in hypoxia by Caris, Aline Venticinque
  
 
                         
ALINE VENTICINQUE CARIS  
 
 
 
 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina 
sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
 
 
 
Dissertação apresentada à Universidade 
Federal de São Paulo, para obtenção do 
Título de Mestre em Ciências, pelo 
Programa de Pós-Graduação em Nutrição. 
 
 
 
 
São Paulo 
2013 
                          
ALINE VENTICINQUE CARIS  
 
 
 
 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina 
sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
 
Dissertação apresentada à Universidade 
Federal de São Paulo, para obtenção do 
Título de Mestre em Ciências, pelo 
Programa de Pós-Graduação em Nutrição. 
 
 
 
Orientador: Profª. Drª. Lila Missae Oyama 
Co-Orientador: Prof. Dr. Ronaldo Vagner Thomatieli dos Santos 
  Prof. Dr. Fábio Santos Lira 
 
 
 
São Paulo 
2013 
  
 
 
 
Caris, Aline Venticinque  
EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM CARBOIDRATO E 
GLUTAMINA SOBRE PARÂMETROS IMUNE E INFLAMATÓRIO DURANTE 
E APÓS EXERCÍCIO NA HIPÓXIA/ Aline Venticinque Caris – São Paulo, 
2013.101f. 
 
 
Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal de São Paulo. Escola 
Paulista de Medicina. Programa de Pós- Graduação em Nutrição. 
Effects of supplementation with carbohydrate and glutamine on immune 
and inflammatory parameters during and after exercise in hypoxia. 
 
 
1.Altitude.  2.Hipóxia.  3.Exercício.  4.Sistema Imune.  5.Carboidrato.  
6.Glutamina.  7.Suplementação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO  
 
 
 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM NUTRIÇÃO 
 
 
Chefe do Departamento de Fisiologia  
 
Profª. Drª. Eliane Beraldi Ribeiro 
 
 
 
Coordenador do Programa de Pós-Graduação em Nutrição 
 
Prof. Dr. Mauro Batista de Moraes
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Minha energia é o desafio,  
minha motivação é o impossível, e é por isso que eu preciso  
ser, à força e a esmo, inabalável. 
(Augusto Branco) 
 
 
  
Dedicatória 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aos meus queridos pais, 
 
Dedico esta dissertação aos meus exemplos de vida, Elpídio 
Demétrio Caris e a Vânia Claudia Venticinque Caris que sempre me 
estimularam a dar este grande passo. Estas duas pessoas com muita sabedoria, 
discernimento, bom senso e dedicação estiveram ao meu lado me encorajando 
nas horas difíceis e me aplaudindo nos momentos de glória. Obrigada por 
serem meus pais, pessoas corretas e competentes, fonte de inspiração, apoio e 
ensino diário.  
 
 
  
Aos meus queridos Orientadores, 
 
 
Profa. Dra. Lila Missae Oyama, por todo empenho, sabedoria, 
compreensão e, acima de tudo, exigência. Sou muito grata por ter me dado um 
voto de confiança, acreditando em minha força de vontade e dedicação. 
Obrigada pela orientação desde os tempos de Iniciação Científica e 
principalmente pela amizade criada nestes seis anos, durante todo o processo 
de formação acadêmica. Muito obrigada mesmo. 
 
 
 
Prof. Dr. Ronaldo Vagner Thomathieli dos Santos, agradeço 
primeiramente por tê-lo conhecido como pessoa digna, honesta e de uma 
paciência gigantesca. Obrigada por me ouvir, aconselhar, entender e orientar 
nas horas mais difíceis, mostrando o caminho certo para que eu não desistisse 
de realizar mais um ideal, por isso a gratidão que tenho por você é infinita. 
Obrigada pela confiança que depositou em mim, pois sem ela nada seria 
possível.  
 
 
 
Prof. Dr. Fábio Lira, por toda dedicação nos ensinamentos 
técnicos de laboratório desde períodos de Iniciação Científica, e hoje sou grata 
por tudo que aprendi e pela amizade conquistada.  
 
 
 
  
Agradecimentos 
 
Durante esse dois anos só tenho a agradecer a todos que 
passaram pelo meu caminho e que com certeza deixaram um pouco de si. Os 
momentos de alegria serviram para me permitir acreditar na beleza da vida, e 
os de sofrimento, serviram para um crescimento pessoal único. É muito difícil 
transformar sentimentos em palavras, mas serei eternamente grata a vocês, 
pessoas imprescindíveis para a realização e conclusão deste trabalho. 
Agradeço... 
 
A Deus , por me guiar e iluminar, fazendo com que conseguisse 
forças para chegar até o fim. 
 
Aos Funcionários do Centro de Estudos em Psicobiologia e 
Exercício (CEPE), Jéssica, Dilma, Giscard, Paulinho, Dr. Dimas e Dra. Tati pela 
ajuda e atenção durante todos os dias de coleta! 
 
Aos Voluntários, em especial, que juntos fizeram a diferença e 
contribuíram com garra a desenvolver parte desse projeto. Vocês foram as 
peças fundamentais!  
 
Aos queridos amigos de grupo, Irene Bittar, André Minari, Valdir 
Aquino, Fernando Ramos, Eduardo Alves, Radamés Medeiros, Samile Amorin, 
Luana Rosa, por terem ajudado, de alguma forma, na concretização desse 
trabalho.  
 
As amigas de Laboratório Aline Alves, Aline Santa e Fernandinha 
Pinheiro, que tornaram meus dias mais alegres.  
 
 Ao Valter Boldarine (Técnico do Laboratório), que sempre esteve 
presente nos momentos que mais precisava! 
 
À Estatística Ângela Tavares pelas sugestões, discussões, busca de 
resultados e ensinamentos.  
 
As amigas e irmãs de coração, Marília Merle Tirintan e Sabrina 
Reis, por terem me aguentado nos meus piores dias de estresses, nervosismo, choro, 
reclamações; por terem me alertado dos meus exageros e me fazer rever e pensar em 
muitas coisas; pela amizade verdadeira que a cada dia soma-se mais alegria! Amo 
vocês, meu Sol e minha Lua!  
 
   A minha irmã querida Nathália Venticinque Caris, pelos 
telefonemas e mensagens de força e estímulo. Te Amo Maninha! Obrigada pelo amor 
e cumplicidade! 
    
 
Muito Obrigada! 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ÍNDICE 
Dedicatória ............................................................................................................. vi  
Agradecimentos ..................................................................................................... viii  
Lista de figuras ....................................................................................................... xii  
Lista de tabelas ...................................................................................................... xiii  
Lista de abreviaturas .............................................................................................. xiv  
Resumo .................................................................................................................. xvi  
Abstract .................................................................................................................. xvii 
 
1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 1 
1.1 A Altitude ......................................................................................................... 1 
1.2 O Sistema Imune e a Altitude .......................................................................... 7 
1.3 O Sistema Imune e o Exercício e a Altitude ..................................................... 10 
1.4 A Suplementação, o Sistema Imune, o Exercício e a Altitude .......................... 14 
1.4.1- O Carboidrato ............................................................................ 15 
1.4.2- A Glutamina ............................................................................... 19 
1.5 Justificativa ...................................................................................................... 24 
 
2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 25 
 
3. CASUÍSTICA E MÉTODO ...................................................................................... 26 
3.1. Aspectos Éticos ............................................................................................... 26 
3.2. Amostra ...........................................................................................................26 
3.2.1. Critérios de Inclusão ......................................................................... 26 
3.2.2. Critérios de Exclusão ........................................................................ 27  
3.3. Testes Cardiovasculares .................................................................................. 27  
3.4. Determinação do VO2pico ................................................................................. 27 
3.5. Desenho Experimental .................................................................................... 28 
3.6. Simulação da altitude ...................................................................................... 29 
3.7. Sessões de exercício e suplementação ........................................................... 29 
3.8. Performance ................................................................................................... 33 
3.8.1. Tempo de Exaustão .......................................................................... 33 
 3.8.2. Percepção Subjetiva de Esforço (PSE) .............................................. 33 
3.8.3. Frequência Cardíaca (FC) .................................................................. 33  
3.8.4. Lactato e Glicose Sanguíneos ........................................................... 33  
3.8.5. Saturação de O2 na hemoglobina (SaO2) .......................................... 34  
3.9. Coleta de sangue ............................................................................................. 34 
3.10. Determinação dos parâmetros plasmáticos ................................................. 34 
3.10.1. Glutamina ....................................................................................... 34  
3.10.2. Glicose ............................................................................................ 35 
3.10.3. Hormônios e Citocinas ................................................................... 35 
3.11. Extração de Células ....................................................................................... 36  
3.12. Função de Linfócitos ..................................................................................... 36 
3.12.1. Produção de citocinas .................................................................... 36 
 
4. ANÁLISE ESTATÍSTICA ......................................................................................... 38  
 
5. RESULTADOS e DISCUSSÃO ................................................................................ 39 
  5.1. Manuscrito 1 ....................................................................................... 40 
  5.2. Manuscrito 2 ....................................................................................... 64 
 
6. CONCLUSÕES ...................................................................................................... 84  
 
7. REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 85 
 
8. ANEXOS .............................................................................................................. 94 
 
 
 
 
 
 
 LISTA DE FIGURAS  
 
Figura 1. Período de cinco horas de permanência na câmara 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LISTA DE TABELAS 
 
Manuscrito 1 
 
Tabela 1. Concentração plasmática de TNF-α, IL-6, INF-γ, EPO e HSP-70. 
Tabela 2. Concentração plasmática de Glicose, Glutamina e Cortisol.  
Tabela 3. IL-6, IL-4, IL-2 produzidos por Linfócitos. 
 
 
Manuscrito 2 
 
Tabela 1. Biomarcadores de desempenho. 
Tabela 2. Relação entre biomarcadores de desempenho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABREVIATURAS 
 
µl: Microlitros 
AA: Aminoácidos 
ADA: American Dietetic Association  
ADP: Adenosina 5’ Difosfato 
ATP: Adenosina Trifosfato 
BSA: Albumina Defatada 
CAT: Colorado Altitude Training  
CEP: Comitê de Ética em Pesquisa  
CHO: Carboidrato  
CO2: Dióxido de Carbono  
DAM: Doença Aguda da Montanha  
DC: Débito Cardíaco 
ECG: Eletrocardiograma  
EEG: Eletroencefalograma  
EPO: Eritropoietina  
FC: Frequência Cardíaca  
g: Velocidade de Centrifugação 
GDH: Enzima Glutamato Desidrogenase 
GLN: Glutamina 
GLU: Glutamato  
H+: Íons Hidrogênio  
HIF-1: Fator Indutor de Hipóxia 1  
HIF-α: Fator Indutor de Hipóxia α  
IFN-γ: Interferon-gama 
IL: Interleucina 
ITRS: Infecções do Trato Respiratório Superior  
IMC: Índice de Massa Corporal  
Kcal: Kilocalorias 
KH2PO4: Fosfato de Potássio Dibásico 
 Km: Quilômetros 
LPS: Lipopolissacarídeo 
m: Metros  
min: Minutos 
ml: Mililitros  
mmHg: Milímetros de Mercúrio 
NAD: Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 
NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Reduzido 
NK: Células Natural Killer 
O2: Oxigênio  
°C: Graus Celsius 
PaO2: Pressão Parcial de Oxigênio 
Pb: Pressão barométrica   
PCR: Proteína C-Reativa 
PO2: Pressão de Oxigênio  
PPCO2: Pressão Parcial de Dióxido de Carbono 
PPO2: Pressão Parcial de Oxigênio 
PSE: Percepção Subjetiva de Esforço 
SaO2: Saturação de Oxigênio na Hemoglobina 
SNS: Sistema Nervoso Simpático 
Th1: Linfócitos T-helper 1 
Th2: Linfócitos T-helper 2 
TNF-α: Fator de Necrose Tumoral-α 
UR: Umidade Relativa 
VO2pico: Consumo Pico de Oxigênio 
VO2máximo: Consumo Máximo de Oxigênio 
 
 
 
 
 
 RESUMO 
Introdução: Nos últimos 20 anos tem crescido o número de estudos tentando explicar 
a relação existente entre sistema imunológico e exercício físico. Hoje se sabe que o 
exercício pode ser imunomodulador, estimulando ou inibindo a resposta imune. Já a 
hipóxia tem sido descrita como um potente agente imunossupressor, impondo ao 
organismo um estresse excessivo. Por isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar os 
efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros 
imunológicos e o desempenho ao final de exercício realizado após duas horas de 
exposição à hipóxia. 
Métodos: Nove voluntários foram submetidos a três procedimentos em diferentes 
dias: (1) em hipóxia sem suplementação (placebo), (2) em hipóxia com suplementação 
de 8% de maltodextrina (200 ml/20 minutos) e (3) em hipóxia depois de seis dias de 
suplementação com glutamina (20g/dia) e suplementação com 8% de maltodextrina 
(200 ml/20 minutos). Os voluntários realizaram exercício a 70% VO2pico. Em repouso, 
antes e após o exercício e após duas horas de recuperação foi coletado sangue para 
avaliação da função de linfócitos e parâmetros séricos que podem modular a função 
celular, além de parâmetros fisiológicos e psicológicos. A análise estatística foi 
realizada por uma ANOVA de medidas repetidas, seguida de pós-teste de Tukey com p 
≤ 0,05.  
Resultados: A SaO2 apresentou redução significativa após duas horas de permanência 
em uma câmara hipóxia normobárica. A EPO aumentou 300% e 200% no momento 
pós-exercício e após duas horas de recuperação respectivamente no grupo hipóxia, 
comparado ao repouso. Enquanto a concentração plasmática de IL-6 se elevou no pós- 
exercício, comparado ao repouso e antes do exercício perdurando após as duas horas 
de recuperação, comparado ao período antes do exercício, no grupo hipóxia. O cortisol 
não apresentou diferença, já a glicemia foi maior após o exercício nos 3 grupos, 
comparado ao repouso e antes do exercício. No grupo hipóxia+carboidrato+glutamina 
a concentração de glutamina plasmática foi elevada no pós-exercício, comparado ao 
repouso, enquanto a HSP-70 aumentou no pós-exercício, comparado ao repouso e 
antes do exercício, e após duas horas, comparado ao período antes do exercício, no 
grupo hipóxia+carboidrato. Não houve diferença na produção de IL-2 e IL-6 por 
linfócitos, porém IL-4 sofreu redução nos grupos suplementados. Houve aumento da 
PSE e redução na FC/PSE e SaO2/PSE nos três grupos após os 45 minutos do início do 
exercício, e essas modificações foram atenuadas pelas suplementações. Já o lactato 
diminuiu ao longo do exercício no grupo hipóxia. A relação lactato/PSE e glicose/PSE 
não apresentou diferença, assim como na glicemia.  
Conclusão: Nesse sentido, o presente estudo observou que as suplementações 
modificaram o balanço Th1/Th2, direcionando para uma resposta imune celular (Th1). 
Ademais, podemos concluir que o ambiente hipóxico foi capaz de alterar os 
parâmetros fisiológicos e psicológicos avaliados, porém com o uso de estratégias 
nutricionais, a suplementação com glutamina conseguiu atenuar as alterações PSE, 
mas não melhorar o desempenho, uma vez que não houve diferença no tempo até a 
exaustão entre os grupos. 
 
PALAVRA CHAVE: Altitude, Hipóxia, Exercício, Sistema Imune, Carboidrato, Glutamina, 
Suplementação. 
 ABSTRACT 
Introduction: The exercise developed in hypoxia equivalent to 4,500 m is associated 
with elevated inflammatory, metabolism and immunologic changes. In normoxia, 
carbohydrate and glutamine supplementation is a classical method to delay fatigue 
and to reduce the effects of stressful exercise on physiological parameters. The aim of 
this study was evaluated the effect of carbohydrate and glutamine supplementation 
with glutamine on immune system and inflammatory parameters during and after an 
exercise in hypoxia condition at 4,500 m. Besides, did measure the effects of 
carbohydrate and glutamine supplementation on psychological performance and 
physiological variables during exercise in hypoxia.  
Methods: Nine physically active male volunteers were underwent to a three sessions 
of exercise at 70% VO2peak until exhaustion: (1) in hypoxia (placebo), (2) in hypoxia and 
supplementation of 8% maltodextrin (200ml/20 minutes) and (3) in hypoxia after 6 
days of supplementation with glutamine (20 g/day) and supplementation with 8% 
maltodextrin (200ml/20minutes) in hypoxia. Blood samples were collected in rest 
condition, immediately before and after the end of exercise and after two hours of 
recovery for evaluation of lymphocyte function and serum parameters that can 
modulate cellular function, and physiological and psychological parameters. 
Results: The SaO2 was significantly reduced two hours after end of exercise in a 
normobaric hypoxia chamber. EPO increased 300% and 200% in the post-exercise and 
recovery after two hours, respectively, in hypoxia group. The plasma IL-6 
concentration increased in the post-exercise, two hours after exercise in hypoxia 
group. There is not difference in cortisol, but glucose was high after exercise in 3 
groups compared to rest condition. Glutamine increased in 
hypoxia+carbohydrate+glutamine after exercise compared to rest condition. HSP-70 
significantly increased after exercise compared to rest and pre condition and two 
hours after exercise compared to pre condition, in hypoxia+carbohydrate group. There 
is not difference in IL-2 and IL-6 production from lymphocytes, but IL-4 was reduced in 
the all supplemented groups. The SaO2 decreased in the first two hours of exposure to 
hypoxia compared to rest condition. RPE were increased and HR/RPE and SaO2/RPE 
reduced in the three groups after 45 minutes during exercise, and these changes were 
attenuated by supplementation. The lactate decreased over exercise in hypoxia. 
Lactate/RPE and glucose/RPE and glucose were similar.  
Conclusion: We conclude that supplementation with glutamine and carbohydrates 
influence Th1/Th2 balance towards Th1 response after exercise at simulated altitude 
of 4,500 m. Furthermore the nutritional strategies increased IL-6 concentration 
suggesting an important anti-inflammatory role of supplementation used in this study. 
In addition the hypoxic environment was able to change the physiological and 
psychological parameters assessed, however the use of nutritional strategies, 
especially glutamine supplementation may attenuate the RPE changes, but it does not 
improve performance, since there was no difference in the time of exhaustion 
between groups. 
 
KEY WORDS: Altitude, Hypoxia, Exercise, Immune System, Carbohydrate, Glutamine 
supplementation. 
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1 – INTRODUÇÃO 
1.1-  A Altitude 
 
O fascínio do homem pela montanha acompanha a humanidade desde a aurora 
dos tempos, em que a grande maioria dos povos intitulava as montanhas como lugar 
sagrado, abençoado, o lar dos deuses, mas se demonstravam hostis em relação às 
altitudes e tentavam evitá-las a todo custo, uma vez que, subir montanhas era para 
fugir de predadores, migrar, caçar, garimpar, orar ou guerrear. No final do século XVIII, 
essa imagem começou a mudar gradualmente e a relação entre homens e montanhas, 
que incluía fatores míticos e poéticos, passou a não se resumir a apenas isso, mas na 
busca por competições, recordes, vitórias, viagens, treino desportivo, turismo, 
negócios, operações militares e atividades laborais; sempre ciente dos riscos e de seus 
próprios medos e da recompensa como uma soma das vivências adquiridas, das 
amizades semeadas, de viver próximo da natureza, das novas paisagens descobertas e 
ir de encontro com a liberdade tão sonhada presente nas montanhas. Quanto às 
primeiras escaladas às grandes altitudes em 1920 o inglês George Herbert Leigh 
Mallory, parte para uma expedição ao Mont Everest a 7.000 m de altitude, em 
exploração à face Norte gelada da montanha (Ortner, 1997). Alguns anos depois, 
chineses e tibetanos em 1960, chegaram ao cume das faces Norte e Leste gelada do 
Mont Everest e em 1975, a japonesa Junco Tabei foi a primeira mulher a atingir o cume 
do Mont Everest (Ohkuwa et al., 2003). Em 1978, considerados como os melhores 
alpinistas de todos os tempos, o italiano Reinhold Messner e o austríaco Peter Habeler, 
foram os primeiros a chegar ao pico do Mont Everest a 8.848 m de altitude, sem 
suplementação de oxigênio (O2). Em 2003, aos 70 anos de idade, o japonês Yuichiro 
Miura se tornou a pessoa mais velha a escalar o Mont Everest (Ohkuwa et al.,2003).  
Como consequência das primeiras escaladas e frente às curiosidades que iam 
sendo despertadas, em 1960 houve a primeira expedição de caráter científico na 
região do Everest, Nepal, a 5.800 m de altitude, onde foi pré-fabricada uma estação de 
inverno com uma cabana de madeira, a qual foi nomeada de Silver Hut. O trabalho 
científico tinha como objetivo investigar nos escaladores as mudanças no controle da 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
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respiração, no eletrocardiograma (ECG) com a elevação da altitude, além das possíveis 
modificações na frequência (FC) e débito cardíaco (DC) (Ray et al., 2011).  
Depois de tal evento as pesquisas na área evoluíam ano a ano; na década de 
1970, vários estudos foram realizados relacionando exercício e aspectos fisiológicos 
em diferentes altitudes. Weil & White (2000) realizaram um estudo para investigar as 
relações entre os efeitos da caminhada e as modificações hormonais em uma altitude 
inferior a 1.000 m nas colinas do Reino Unido; entre 1998 e 2003, no Nepal, 
especificamente nas regiões Kangschenjunga (8.000 m) e Chamlang (7.319 m) 
realizaram-se as chamadas “Expedições de medicina”, compostas por muitos 
pesquisadores em que desenvolviam estudos de grande porte para investigar os 
diversos efeitos que a altitude pudesse causar (Ray et al., 2011). 
Atualmente o ser humano é o único ser vivo nativo das regiões ao nível do mar, 
que se expõe propositalmente e por outras razões que não as de sobrevivência, aos 
rigores e às adversidades dos ambientes hipóxicos característicos das regiões 
montanhosas de elevada altitude (Mazzeo et al., 1994; Lemos et al.,2013). 
A ascensão de indivíduos residentes ao nível do mar, até áreas de moderada e 
elevada altitude, como Machu Picchu (altitude superior a 2.500 m), Andes Bolivianos 
(altitude acima de 3.500 m) e Alpes Suíços (podem chegar até 4.000 m) se dá através 
dos mais variados meios e para os mais diversos fins (Mazzeo et al., 1994).  
A exposição aguda às altitudes entre 2.500 m e 5.000 m já é suficiente para 
induzir modificações em diversos sistemas fisiológicos, incluindo uma resposta 
simpático-adrenal exacerbada levando a inúmeras outras alterações metabólicas 
(Mazzeo et al., 1994;  Luks & Swenson,2011). Em altitudes ainda mais elevadas (acima 
de 5.000 m), as alterações tornam-se ainda mais intensas em uma tentativa do 
organismo restabelecer a homeostase quebrada em função da hipóxia; que vem a ser 
a maior causa de todas as consequências e alterações desencadeadas em altitude 
(Mazzeo et al., 1994). Então, esta exposição a ambientes de altitude elevada associada 
à prática simultânea de exercícios físicos, induzem níveis de estresse fisiológicos ainda 
mais superiores aos apresentados ao nível do mar (Houston, 1998). 
As consequências da exposição às altitudes elevadas provem da situação de 
hipóxia encontrada nesses ambientes, seja hipóxia em altitude ou altitude na 
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montanha. Quando nos referirmos aos trabalhos de campo, usaremos a terminologia 
“altitude” e quando se tratar de pesquisas realizadas em laboratório, usaremos o 
termo “hipóxia” ou “altitude simulada”. Do mesmo modo, utilizar-se-á “nível do mar” 
para os trabalhos realizados em campo e “normóxia” para os feitos em laboratório. 
A hipóxia pode ser classificada em quatro diferentes tipos: 1) Stagnant hypoxia 
- ocorre devido a uma vasoconstrição ou redução do débito cardíaco, ou seja, baixo 
fluxo sanguíneo (Morita et al., 2003); 2) Anaemic hypoxia - devido à redução da 
capacidade de transporte de oxigênio, como resultado de uma diminuição da 
hemoglobina total ou uma alteração dos componentes da hemoglobina (Morita et al., 
2003); 3) Histotoxic hypoxia - devido à utilização deficiente de oxigênio pelos tecidos, 
como no envenenamento por cianeto (Hutter-Paier et al., 1998); e por fim, 4) Hypoxia 
hypoxic – a mais estudada no meio acadêmico, trata-se da hipóxia simulada ou em 
ambiente de montanha, ou seja, acontece devido à pressão parcial de oxigênio (PpO2) 
estar diminuída, pois em grandes altitudes o ar é menos denso e cada litro de ar 
contém menos moléculas de gases. Quanto mais elevada for a altitude, menor será a 
pressão barométrica, que consequentemente diminuirá a pressão de O2 inspirado, a 
pressão alveolar de O2, e também a pressão parcial de O2 na artéria, resultando em 
efeito direto na hemoglobina com diminuição na saturação de oxigênio, a qual 
acarreta na hipóxia (Mazzeo, 2005; Cable et al., 2007 ).  
Dessa forma, alterações fisiológicas decorrentes da condição de hipóxia afetam 
funções cerebrais como também outros sistemas fisiológicos, que são dependentes de 
21% de O2 para o funcionamento adequado (Sudarsky, 1990), ou seja, a medida que se 
ascende em altitude, o decréscimo de oxigênio disponível para o metabolismo celular 
compromete a permanência e o performance do ser humano e repercute-se de 
diversas formas na homeostasia dos diferentes sistemas biológicos. 
De fato, é evidente que o risco e o perigo são inerentes à altitude, assim como 
ao tempo de exposição ambiental extrema e adversa a que se encontra (Ortner, 1997). 
Como consequência desses fatos percebe-se que os efeitos da hipóxia têm sido causa 
de um crescente número de acidentes que ocorrem anualmente nas grandes altitudes. 
Apenas na região dos Himalaias, entre 1950 e 2009, foram registradas 808 mortes, o 
equivalente a 14 óbitos por ano, sendo inferior nas baixas altitudes de 1.500 m e 
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elevada chance de óbito entre 6.500 m e 6.999 m, dentre os principais fatores 
contribuintes estavam o Mal Agudo da Montanha (DAM) ou grandes tempestades 
(Salisbury et al., 2011). 
Ao nível do mar, a pressão barométrica (Pb) é cerca de 760mmHg; a 3.000 m, a 
pressão é reduzida para 523mmHg; já a 6.800 m, reduz mais ainda para 330mmHg 
(Sellera et al., 2005), com essa exposição do corpo humano às elevadas altitudes, o 
organismo fisiologicamente, tende a minimizar o efeito deletério da redução da 
quantidade de O2 disponível para os diferentes tecidos, produzindo respostas em 
diversos sistemas fisiológicos (Brooks et al., 1991; Kayser, 1994).  
Os sinais e sintomas se manifestam logo após o início da exposição à altitude 
(Piantadosi, 2003), e com isso, diferentes ajustes são realizados desde o sistema 
cardiovascular, endócrino, imunológico, músculo esquelético até chegar ao cérebro 
(Ortega et al., 2006). Assim, tem-se o aumento do número de eritrócitos e 
hemoglobina, da resposta ventilatória, da frequência cardíaca e do débito cardíaco, 
além da perda de massa muscular entre outras alterações (Shay et al., 2012).  
Quanto aos parâmetros ventilatórios, o aumento da frequência respiratória 
ocorre na tentativa de compensar a redução parcial de O2 no sangue arterial (Walton 
et al., 2002). Esta resposta adaptativa pode auxiliar na tentativa de que quantidades 
adequadas de O2 sejam transportadas para os tecidos corporais (Cable et al., 2007). A 
redução na saturação de O2 é detectada pelos quimiorreceptores localizados nos 
corpos carotídeos, situados próximo ao seio carotídeo, e nos corpos aórticos 
adjacentes ao arco da aorta, sendo que os quimiorreceptores estimulam o centro 
respiratório para elevar a ventilação pulmonar na tentativa de compensar a diminuição 
da pressão de oxigênio alveolar (PaO2) (Gamboa et al., 2001). Como consequência do 
aumento agudo da ventilação, verifica-se uma crescente liberação de dióxido de 
carbono (CO2) para o ar atmosférico e assim a redução da pressão parcial CO2 (PpCO2) 
no sangue arterial promovendo uma alcalose respiratória, isto é, aumento ligeiro do 
pH arterial, e desvio da curva da saturação de oxigênio na hemoglobina (SaO2) para a 
esquerda (Samaja, 1997) . Contudo, uma alcalose acentuada e prolongada não é 
compatível com as funções biológicas normais, perturbando a funcionalidade e a 
estrutura de numerosas proteínas celulares vitais, mas que no contexto de hipóxia, 
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pode se traduzir em benefício, na medida em que aumenta a fixação do oxigênio à 
hemoglobina em nível pulmonar (Samaja et al., 1997). Com o decorrer dos dias de 
permanência em altitude e de aclimatação, o incremento da excreção renal de 
bicarbonato e da concentração de 2,3 difosfoglicerato nos glóbulos vermelhos tendem, 
ainda que não completamente, a restabelecer o pH para valores mais próximos dos 
observados em indivíduos ao nível do mar (Samaja et al., 1997) .  
Em relação aos ajustes cardiovasculares, a exposição aguda à hipóxia, 
desencadeia uma elevação da atividade do sistema nervoso simpático, mediante 
elevação da estimulação direta dos terminais nervosos que secretam catecolaminas 
(Hultgren, 1997) e um aumento transitório do nível circulante de cortisol (Bolmont et 
al., 2000) . Uma ação imediata a partir destas respostas inclui um aumento da resposta 
ventilatória (ajudando com oxigenação do sangue arterial), do débito cardíaco 
(ajudando com fornecimento de sangue rico em O2 aos tecidos), redistribuição do 
fluxo sanguíneo (garantindo aos tecidos e órgãos críticos oxigênio suficiente) e 
alterações na disponibilização dos substratos energéticos (uso econômico de oxigênio) 
(Mazzeo et al., 2001). 
As adaptações hematológicas à exposição aguda às grandes altitudes elevam a 
produção de eritropoietina (EPO) a nível renal e hepático, que estimula a medula óssea 
a acelerar a produção de células vermelhas do sangue, tentando melhorar a oferta de 
O2 para os tecidos. A EPO recebe ação genética do fator indutor de hipóxia 1- (HIF-1), 
ou seja, é induzida pela hipóxia (Erslev, 1991).  
Além disso, ocorrem outras alterações incluindo a perda de calor, desidratação 
e desequilíbrio térmico (Walton et al., 2002). A 8.000 m de altitude pode ocorrer 
hipotermia, por causa do frio geralmente presente em grandes altitudes e a morte 
súbita, que estão intimamente associados com o edema cerebral, predominantemente 
causado por uma falha na regulação endotelial do fluido vascular após a redução de O2 
arterial (Firth et al., 2008). 
Alguns estudos demonstram aumento da taxa metabólica basal de maneira 
dependente da altitude e do tempo de exposição (Reynolds et al., 1999 e Mawson et 
al., 2000) e um consumo alimentar geralmente reduzido, não atingindo a necessidade 
energética do indivíduo, que pode aumentar de 400 a 600kcal/dia (Reynolds et al., 
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1999 ; Butterfield et al., 1996 e Kechijan, 2011). Dessa forma, pode ocorrer uma perda 
de massa corporal de até 3% em oito dias - em uma elevação de 4.300 m ou de até 
15% após um período de três meses em uma altitude entre 5.300 m e 8.000 m (Kayser, 
1994; Kechijan, 2011). Uma das causas deste fenômeno é a redução do apetite e do 
consumo alimentar, decorrente dos efeitos anorexígenos da hipóxia sobre o organismo 
(Reynolds et al., 1999). 
Esta redução da ingestão alimentar pode exercer um efeito negativo sobre o 
desempenho físico, mesmo em altitudes moderadas de 2.000 m a 4.500 m (Hornbein 
et al., 1989), e trazer consequências secundárias, como consumo insuficiente de 
energia, depleção das reservas de glicogênio muscular, balanço de nitrogênio negativo 
e diminuição de massa corporal (Reynolds et al., 1999 ). Uma exposição aguda a uma 
altitude de 4.300 m por dois dias elevou a taxa metabólica basal em torno de 30% e, 
mesmo após uma aclimatação de três semanas (21 dias), ela permaneceu 17% mais 
elevada do que a taxa metabólica basal ao nível do mar (Butterfield et al., 1992). Sabe-
se que os efeitos da altitude elevada podem acometer pessoas sedentárias e treinadas. 
Em pessoas saudáveis, porém não atletas, essas modificações podem ser 
relativamente severas quando comparado com atletas, pois sabemos que as respostas 
corporais entre esses dois indivíduos podem ser diferentes em vários fatores e 
sistemas, até que se restabeleça a homeostase quebrada devido à hipóxia (Mazzeo, 
2005; Mazzeo, 2008).  
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1.2-   O Sistema Imune e a Altitude  
 
Até o momento é pouco conhecido pelo meio acadêmico a relação entre a 
exposição aguda ou crônica à ambientes hipóxicos e seus efeitos sobre o sistema 
imune. Sabe-se que a situação de hipóxia reflete um ambiente estressor conhecido por 
provocar alterações tanto no sistema nervoso autonômico como na função endócrina, 
que acionará uma resposta imediata e de longa duração sobre a função imunológica 
(Mazzeo, 2005). 
Uma exposição aguda a esses ambientes pode induzir alterações em vários 
parâmetros imunológicos (Mazzeo, 2005) que incluem: elevações significativas nos 
números de neutrófilos e linfócitos, proliferação celular (Pedersen & Steensberg, 2002) 
e nas células natural killer (NK) (Mishra & Ganju, 2010; Caldwell et al., 2001). Outros 
estudos têm demonstrado que a imunidade mediada por linfócitos T pode ser 
prejudicada por exposição a altitudes elevadas (Mazzeo, 2005; Hartmann et al., 2000) 
ou ter o número e a função celular alterados diante da expressão de citocinas (Facco et 
al., 2005). Numerosos eventos estressores estão associados com o aumento da 
liberação de citocinas e de desequilíbrio no balanço pró/anti-inflamatória (Lemos et 
al., 2013; Mishra & Ganju, 2010). 
Na resposta imune inata, a defesa inicial contra patógenos depende da ativação 
de neutrófilos, macrófagos, células dentríticas e NK. Estas células podem destruir os 
agentes invasores e transmitir sinais que amplificam a resposta imune adaptativa. Em 
condições de hipóxia essas células são HIF-dependentes, ou seja, o HIF faz com que 
produzam ATP, estimulando a agregação, motilidade, invasão e atividade bactericida, 
além de prolongar a vida útil de neutrófilos. Enquanto que na imunidade adaptativa, o 
aumento da produção de HIF-α induz uma mudança fenotípica de linfócitos T auxiliar 
(Th1) para Th2, que atua inibindo Th1, reduz níveis de interferon-gama (IFN-γ) e eleva 
secreção de interleucina 10 (IL-10) (Eltzschig & Carmeliet, 2011). 
Mazzeo (2005) e Blegen et al. (2008) nos mostram que a exposição aguda às 
elevadas altitudes, mesmo sem a prática de exercício físico, causam variações do 
sistema imune. Em questão de quatro horas a hipóxia pode induzir neutrofilia e 
linfopenia, caracterizada principalmente pela redução de linfócitos CD4 e uma 
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acentuada diminuição da proliferação e ativação celular (Thake et al., 2004). 
Entretanto, como discutido em diversos estudos e revisto por Pedersen & Steensberg 
(2002), no repouso em condições de hipóxia, tem-se o aumento do número e da 
ativação de células NK e um desequilíbrio no balaço Th1/Th2, devido à maior ativação 
simpático-adrenal (Ermolao et al., 2009). Em permanência a uma altitude de 4.000 m 
por três noites, associada com aumento de IL-6, IL-1ra e PCR pode resultar em edema 
pulmonar, induzido pela elevada altitude (Hartmann et al., 2000).  
O estresse ambiental causado pela altitude elevada, por si só, já é suficiente 
para causar um aumento de IL-6 na circulação, mesmo em condições independentes 
de esforço. O estudo de Klausen et al. (1997) examinou a influência da altitude durante 
quatro dias a 4.350 m em dez seres humanos e o nível de IL-6 encontrado no soro foi 
significativamente elevado enquanto outras citocinas pró-inflamatórias-IL-1β, TNF-α e 
PCR, mantiveram-se inalteradas. Mazzeo (2005) observou elevação no nível de IL-6 
imediatamente após a chegada à altitude (4.300 m) e permanecendo elevado após 12 
dias de aclimatação (Mazzeo et al., 2001).  
Já Klokker et al. (1993) submeteram seus voluntários à uma câmara hipobárica, 
durante 20 minutos a 5.500 m, e constataram um aumento da contagem de leucócitos, 
linfócitos e na concentração absoluta e relativa do receptor expresso NK- CD16. O 
número dessas células retornou aos valores pré-teste após duas horas de recuperação 
em normóxia. Já a produção in vitro de IL-1β e IL-2 no sobrenadante de células 
mononucleares obtidos após estimulação com lipopolissacarídeo (LPS) não foi afetada. 
A maioria dos genes expressos após situação de hipóxia é regulado pelo HIF-1, 
um heterodímero composto por uma subunidade α e β. Sob condições de normóxia, 
HIF-1α é rapidamente degradado pelo proteassoma. Já em condições de hipóxia, HIF-
1α não sofre degradação, em vez disso, atua como um fator de transcrição para vários 
genes envolvidos na angiogênese, para o controle vasomotor, maturação das 
hemácias, metabolismo energético e proliferação celular, promovendo não só a 
adaptação à hipóxia, mas também ao estresse mecânico (Zagorska & Dulak, 2004; 
Eltzschig & Carmeliet, 2011). 
Durante uma exposição de duas horas a 5.500 m, com quatro horas de 
aclimatação a 4.000 m em uma câmara hipobárica, pode-se observar que houve uma 
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elevação na taxa de fagocitose realizada por neutrófilos, sem influenciar a fagocitose 
feita por monócitos; uma redução de TNF-α produzido por monócitos e de IFN-γ por 
linfócitos do tipo CD4, além do aumento da expressão proteica no citosol de HIF-1α 
por células mononucleares do sangue. Além disso, em células mononucleares do 
sangue a hipóxia provocou apenas a translocação nuclear da subunidade p50, 
indicando que a concentração de 10% O2 no ar causou ativação da via NF-kB 
(Fritzenwanger et al., 2011) que desempenha um papel central na estimulação das 
citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-6 (Taylor, 2008). Por outro lado, com a cultura 
de células em condição de hipóxia (1% de O2), Demasi et al. (2003) encontraram uma 
elevada síntese TNF-α a partir de monócitos estimulados com LPS  em voluntários 
saudáveis. No entanto, a maioria dos estudos publicados mostra que ambientes 
hipóxicos estimulam monócitos e linfócitos T sensibilizados in vitro, resultando em 
elevação da produção de citocinas inflamatórias. As discrepâncias observadas na 
literatura podem ser explicadas pelo fato de que alguns estudos incubam as células em 
hipóxia e já outros expõem os voluntários à hipóxia e incubam suas células em 
normóxia, ou seja, diferentes configurações experimentais podem levar à 
comportamento celular diferente após a estimulação de células mononucleares 
(Fritzenwanger et al., 2011). 
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1.3- O Sistema Imune e o Exercício e a Altitude  
 
O exercício mesmo quando realizado ao nível do mar pode estimular ou inibir a 
resposta imune. Para explicar esse efeito imunomodulador do exercício físico são 
descritas duas hipóteses não excludentes (Costa Rosa, 2004; Bishop et al., 2009). A 
primeira hipótese esta relacionado à liberação de hormônios do estresse durante e 
após o exercício, como as catecolaminas e o cortisol, que durante um exercício físico 
são liberados em maior quantidade (Pedersen & Hofffman-Goetz, 2000; Ortega et al., 
2007; Nieman, 1994; Nieman et al., 1997); enquanto que a segunda hipótese diz 
respeito à relação entre o sistema imune, o exercício físico e a nutrição (Nieman, 2008; 
Abbey & Rankin, 2009), notadamente o papel da glutamina, que é um substrato 
indispensável para as células do sistema imunológico (Rosa Neto  et al., 2010; Castell, 
2003; Costa Rosa, 2004). 
Mazzeo (2005) tem extensamente documentado respostas simpáticas em 
condições de grande altitude, nas montanhas Pikes Peak, no Colorado a 4.300 m, ~ 
462mmHg, durante a exposição aguda e crônica. Após a exposição aguda (depois de 
quatro horas de chegada), a concentração arterial de epinefrina foi significativamente 
superior em repouso quando comparado com os valores ao nível do mar. Essa resposta 
hormonal é mediada através dos receptores β-adrenérgicos e contribui imediatamente 
para melhorar a oferta de O2 via aumento da frequência cardíaca, volume sistólico, 
assim elevando o débito cardíaco, a vasodilatação e broncodilatação tecidual, além de 
contribuir para a elevação da taxa metabólica associada com a exposição aguda à 
elevada altitude. 
Ao contrário, a resposta da norepinefrina à hipóxia segue um padrão diferente. 
O nível plasmático encontrado durante uma exposição aguda em repouso é 
geralmente semelhante ao observado ao nível do mar (Mazzeo et al., 1994), no 
entanto tem o nível elevado significativamente por um período mais crônico (quatro a 
seis dias). O aumento constante da atividade do Sistema Nervoso Simpático (SNS) e o 
nível de norepinefrina ao longo do tempo exercem principalmente seus efeitos através 
dos receptores α-adrenérgicos e influencia diretamente fluxo arterial nos tecidos, 
resistência vascular, pressão arterial e taxa metabólica (Mazzeo et al., 1994). 
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A relação entre exercício, hormônios e sistema imune se baseia nas relações 
neuroimunoendócrinas, que ocorrem devido ao fato das células do sistema imune 
expressarem receptores para diversos hormônios, dentre eles; as catecolaminas, o 
cortisol, a β-endorfina, o hormônio do crescimento e os hormônios sexuais (Turnbull & 
Rivier, 1999). As catecolaminas se elevam no início e permanecem alteradas durante o 
exercício promovendo uma leucocitose sobre o sistema imunológico, e apenas no 
momento pós-exercício que aos valores basais são restabelecidos rapidamente 
(Nieman, 1994; Nieman et al., 2001). Já o cortisol é conhecido como um hormônio com 
elevado poder imunossupressor, no qual tratamentos médicos com corticosteróides 
promovem diversas mudanças nas respostas do sistema imune, sendo elas: inibição e 
proliferação de linfócitos, indução da morte de linfócitos T e B imaturos e apoptose em 
timócitos e esplenócitos e a redução da atividade de células NK (Pedersen et al., 1996; 
Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). No exercício, ao contrário das catecolaminas, o 
cortisol tem efeito tardio, atuando na fase de recuperação (Nieman, 1997; Ortega et 
al., 2007).  
Tais efeitos do exercício sobre o sistema imune e seus possíveis moduladores 
dizem respeito às observações realizadas em condições adequadas, com temperatura 
e umidade controladas em níveis considerados termoneutros e pressão barométrica 
similar ao nível do mar. Por outro lado, a realização de exercício físico em condições 
ambientais extremas, notadamente em hipóxia, pode gerar uma resposta aguda ao 
exercício diferente da gerada quando o exercício é realizado ao nível do mar (Mazzeo, 
2008). No entanto, os efeitos do exercício sobre a função imune em condições de 
elevadas altitudes são pouco compreendidos (Walsh et al., 2011). 
Quando dois ou mais fatores de estresse são combinados, como o exercício e a 
hipóxia, podem provocar imunossupressão (Shephard, 1998; Mazzeo, 2008). Vários 
estudos demonstram alterações no sistema imunológico após o esforço prolongado 
(Nieman, 1997), ou seja, quando o estresse do exercício físico é somado com o da 
hipóxia, tem-se um impacto mais pronunciado sobre a função imunológica, além das 
respostas fisiológicas e metabólicas serem mais exacerbadas do que em casos isolados 
ou de exercício ou apenas situação hipóxia. 
12 
 
 
A resposta imunológica frente ao exercício é um subconjunto de reações físicas 
ao estresse que incluem tanto lesão térmica como traumática, provocando alterações 
como neutrofilia e linfopenia induzida por nível elevado de cortisol plasmático, 
modificação no balanço pró/anti-inflamatório, redução de IgA salivar e células NK 
citotóxica (Walsh et al., 2011). Essas informações sugerem que o sistema imune pode 
ser suprimido após exercícios prolongados e intensos (Nieman, 2008; Ortega et al., 
2007). Diante do exposto é importante não só conhecer como exercício e fatores 
ambientais alteram a imunidade, mas também em que nível de esforço (ou seja, a 
intensidade do exercício) e exposição à hipóxia essas mudanças tornam-se deletérias e 
possivelmente começam a romper a homeostase (Blegen et al., 2008). 
Em relação ao balanço pró/anti-inflamatório, a concentração de citocinas e 
outros marcadores de inflamação tem sido alvo de estudos (Shay et al., 2012; 
Ncnamee et al., 2013). Notadamente a IL-6 e outros marcadores de resposta 
inflamatória como as proteínas de fase aguda tiveram suas concentrações elevadas 2h, 
4h e 20h após uma sessão de exercício moderado com intensidade de 55% do VO2máx 
em uma altitude de 4.300 m em relação ao mesmo exercício ao nível do mar 
(Hagobian et al., 2006). No entanto, não houve alteração na concentração plasmática 
de TNF-α. Todavia, neste estudo, os autores impuseram aos voluntários além da 
realização do exercício, uma dieta com restrição calórica de 1.500Kcal no dia do 
experimento em uma tentativa de simular a condição encontrada por atletas e 
trabalhadores em elevadas altitudes impedindo conclusões definitivas a respeito de 
qual é efeito exclusivo do exercício e qual é efeito da restrição calórica (Hagobian et 
al., 2006). 
A combinação do exercício com ambiente hipóxico (11,8% O2, equivale ~ 5.070 
m,  por 10 minutos, seguido de 20 minutos de exercício em bicicleta a 60% VO2máx) 
resulta em um efeito mais severo sobre a resposta das células NK, quando comparado 
ao exercício em normóxia, de acordo com os achados de Klokker et al. (1995), visto 
que o exercício em hipóxia induz uma resposta imunológica mais pronunciada do que 
o exercício em condições do nível do mar. 
Blegen et al. (2008) realizaram um estudo com duas intensidades de exercício 
(40% VO2máx e 60% VO2máx) tanto em normóxia (PiO2 = 20,94%) quanto em hipóxia 
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(PiO2 = 14,65%, equivale ~ 4.000 m) e os resultados plasmáticos sugeriram que não 
houve diferença entre TNF-α ou IL-1 durante exposição em normóxia ou hipóxia com 
exercício prolongado (60 minutos) nas duas intensidades. No entanto, a concentração 
de TNF-α foi superior em ambas as intensidades, sugerindo que a hipóxia pode de 
alguma forma influenciar esta resposta. Por outro lado, resultados opostos têm sido 
encontrados quando o exercício é realizado em altitude moderada 2.000 m a 4.500 m 
(Hornbein et al., 1989). Alguns estudos demonstram que o exercício agudo realizado 
em altitude moderadamente elevada (< 3.000 m) não impõe ao sistema imune um 
estresse maior do que o exercício realizado ao nível do mar desde que o exercício seja 
realizado com intensidade moderada, ou seja, 40% a 60% do VO2máx calculado ao nível 
do mar (Blegen et al., 2008; Mazzeo, 2005; Tiollier et al., 2005, Zhang et al., 2007).  
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1.4- A Suplementação, o Sistema Imune, o Exercício e a Altitude  
 
O consumo de suplementos alimentares por atletas ou mesmo indivíduos 
fisicamente ativos tem crescido em larga escala, sendo uma alternativa de melhorar a 
performance esportivo, aumentar a imunocompetência e hipertrofia muscular (Duke 
et al., 2011). 
Apesar de ser amplamente reconhecido que certos desconfortos provocados 
pelo ambiente de grande altitude são normais, algumas precauções devem ser 
tomadas para assegurar melhor qualidade da experiência em alta montanha. Dessa 
forma, os estudos avaliando o uso de estratégias nutricionais para atenuar os efeitos 
do exercício em altitudes, ainda não são conclusivos; enquanto que ao nível do mar 
estas estratégias tem se mostrado eficientes quanto ao uso de carboidrato (CHO) e 
glutamina (GLN) diante do suporte nutricional que proporcionam ao sistema imune, da 
prevenção de infecção, da estimulação da síntese de glicogênio muscular; da 
estimulação do músculo à síntese de proteína e ao crescimento de tecido muscular; 
além de uma melhor capacidade e performance na realização do exercício e atenuação 
da fadiga ocasionada pelo exercício. 
Devido à preocupação acerca dos efeitos imunológicos e da performance em 
condições ambientais adversas, tem-se a necessidade de verificar se técnicas de 
suplementações utilizadas para carboidrato e glutamina ao nível do mar também 
conseguem melhorar as respostas fisiológicas provocadas pelo exercício realizado em 
hipóxia. 
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1.4.1-  O Carboidrato  
 
O consumo energético adequado durante períodos de treinamento de alta 
intensidade ou longa duração é fundamental para manutenção da composição 
corporal, saúde e rendimento do treino (ACSM, 2009).  
A ingestão de CHO durante o exercício tem sido associada a fatores tais como: 
redução das respostas do cortisol, menor perturbação da contagem do número de 
células do sistema imune no sangue e diminuição da atividade fagocitária e oxidativa 
dos granulócitos e monócitos (Nieman, 1997) proporcionando melhora de diversas 
funções relacionadas a imunossupressão derivada do exercício, tais como a liberação 
de hormônios estressores, a alteração da temperatura corporal, o aumento do fluxo 
sanguíneo e a desidratação (Nieman, 2003). Assim, durante o exercício prolongado as 
respostas de hormônios estressores podem ser atenuadas pela ingestão de 
carboidrato (CHO), provavelmente pela maior concentração de glicose sanguínea 
(Bishop et al.,1999), além de ser utilizado para manter a glicemia durante o exercício e 
favorecer a recuperação dos estoques de glicogênio muscular quando ingerido logo 
após o exercício (ACSM, 2009). 
Desse modo, a American Dietetic Association (ADA) recomenda a ingestão de 
carboidrato entre 6 e 10g/kg de peso corporal/dia para atletas. No entanto tal 
quantidade ofertada dependerá do gasto energético diário, tipo de exercício, sexo e 
condições ambientais (ACSM, 2009). 
A American Dietetic Association (ADA) recomenda como meta para a reposição 
das perdas hídricas e manutenção da glicemia, a ingestão de 30 a 60g de 
carboidrato/hora durante o exercício (ACSM, 2009), principalmente na forma de 
polímeros de glicose (maltodextrinas), que pode ser vantajoso devido sua 
osmolaridade mais baixa e também ao potencial de esvaziamento gástrico mais rápido 
(Wong et al., 2000). 
Visando uma adequada reposição dos estoques de glicogênio que foram 
depletados durante exercício, a ADA recomenda a ingestão CHO pós-exercício entre 1 
e 1,5g/kg de massa corporal durante 30 minutos e depois a cada duas horas durante as 
próximas quatro a seis horas de recuperação. Segundo Ivy et al., 1998, a taxa maior de 
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ressíntese de glicogênio ocorre nas primeiras duas horas após o exercício e quando 
iniciam o consumo de CHO , numa faixa entre 0,7 e 1,5g de carboidrato/kg de peso 
corporal a cada duas horas durante as seis horas de recuperação pós-treino. 
A importância da suplementação de CHO pode ser observada no estudo de 
McConell et al. (1999), que investigaram os efeitos da suplementação de CHO ingerido 
antes do exercício realizado em cicloergômetro a 69% VO2máx até exaustão. Os 
voluntários ingeriram em uma ocasião 250ml de solução de maltodextrina a 8%, 
imediatamente antes do exercício, ou 250ml do placebo (PLA). Os resultados 
demonstraram que a ingestão prévia de CHO elevou a performance durante exercício 
prolongado, sendo observado um aumento de 30% no tempo de exercício até a 
exaustão.  
Um estudo foi realizado com seis atletas masculinos, suplementados com CHO 
imediatamente antes do exercício em quatro condições diferentes, conforme a seguir: 
solução a 0%, 2% (20g/l), 6% (60g/l) e 12% (120g/l) de glicose, e logo em seguida 
realizaram o teste no cicloergômetro a 80% VO2máx  até exaustão (Galloway et al., 
2001). Os dados obtidos suportam a indicação do uso de bebidas concentradas com 
CHO em soluções a 6 e 12% antes do exercício prolongado. Os autores ainda sugerem 
que, a ingestão de soluções com concentrações maiores que 12%, podem resultar em 
desconforto gastrointestinal. 
Outro estudo também realizou a investigação com o objetivo de analisar os 
efeitos da reidratação adicionada de CHO na fase de recuperação e a capacidade de 
resistência em um teste subsequente (Wong et al., 2000). Nove atletas correram a 70% 
VO2máx  em esteira ergométrica por 90 minutos (T1) seguido de quatro horas de 
recuperação, e em seguida, uma corrida exaustiva de mesma velocidade (T2). Durante 
as primeiras três horas de recuperação, os atletas do grupo suplementado ingeriram 
uma solução de CHO a 6,9% e os atletas do outro grupo ingeriram uma solução 
placebo, ambos a cada 30 minutos. Os resultados encontrados demonstraram melhor 
performance, ou seja, melhor eficácia em restabelecer a capacidade de resistência no 
grupo que ingeriu solução adicionada de CHO, quando comparado com o grupo que 
ingeriu placebo. Nieman et al. (2001) estudaram 102 atletas que correram uma 
maratona e foram divididos entre grupo placebo e suplementado com CHO. Uma 
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solução de 6% de CHO foi oferecida, sendo 650ml carboidrato ou placebo antes e após 
a corrida e aproximadamente 1l/h durante o percurso. O grupo CHO apresentou uma 
redução na concentração de cortisol plasmático e citocinas anti-inflamatórias, IL-10 e 
IL-1ra, que estão envolvidas em inibir a inflamação.  
Exercício extenuante e prolongado contribui para o aumento das 
concentrações de citocinas, e em particular IL-6, que é produzido em maiores 
quantidades do que qualquer outra (Fischer, 2006; Nieman et al., 1998). A 
suplementação de carboidrato durante exercício exerce efeito nos níveis de IL-6 
circulantes após o exercício prolongado (Howatson et al., 2009). Robson-Ansley et al. 
(2010), que conduziram um estudo randomizado, duplo-cego com nove participantes 
que consumiram duas horas antes, a cada 20 minutos e após o exercício ou uma 
solução placebo ou de carboidrato (2ml/kg de peso corporal de uma solução de 
carboidrato a 8%), e realizaram 5km de corrida em esteira a 60% VO2max , assim foi 
visto que a suplementação conseguiu reduzir o nível plasmático de IL-6 pós–exercício 
em relação ao placebo, enquanto o nível de glicemia foi superior. 
No estudo de Charlot et al. (2013), com o objetivo de verificar uma queda da 
SaO2 após consumo de uma refeição com alto teor de carboidrato (70% CHO e 12% 
proteína) durante altitude simulada de 3.500 m, utilizou 11 voluntários do sexo 
masculino que foram divididos entre o grupo que consumiu 60 minutos antes da 
exposição à hipóxia uma refeição alto teor de CHO e outro que tinha sua refeição 
composta por 35% de CHO e 48% de proteína. Esses indivíduos permaneceram 15 
minutos em hipóxia, seguido de 30 minutos de exercício a 60% VO2pico. Constatou-se 
assim que o grupo CHO apresentou uma dessaturação de O2 quando comparada ao 
grupo que consumiu maior teor de proteína. Assim, percebe-se a necessidade e a 
eficácia do carboidrato em poder contribuir para melhoria da tolerância fisiológica à 
hipóxia através do aumento do transporte e entrega de O2 aos tecidos (Charlot et al., 
2013). 
Wash et al. (2011) relatam a função anti-inflamatória da suplementação com 
CHO antes e/ou durante exercício prolongado, uma vez que, atenua o aumento de 
neutrófilos e monócitos no sangue, hormônios do estresse e citocinas anti-
inflamatórias ( IL-10 e IL-1ra) e exerce um efeito mais limitado na redução de IgA 
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salivar, células T e NK. Porém, a condição de hipóxia representa um estresse para o 
organismo, assim como o exercício, ou seja, somados estão associados com um maior 
grau de imunossupressão.  
Dessa forma, em exercícios de longa duração realizados ao nível do mar, a 
suplementação com carboidratos é adotada como estratégia para diminuir os efeitos 
causados pelo exercício sobre o sistema imunológico (Nieman, 2008), além de 
contribuir para uma melhor performance. Por outro lado, quando consideramos 
ambientes hipóxicos, nos deparamos com a escassez de estudos. Diante do contexto, 
torna-se relevante mais pesquisas que desvendem estratégias nutricionais 
relacionadas ao sistema imune, à hipóxia e à suplementação de CHO, com o objetivo 
de amenizar os efeitos causados pela exposição aos locais com reduzida pressão de 
oxigênio e garantir melhor performance ao indivíduo. 
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1.4.2- A Glutamina 
 
Quanto à hipótese da imunonutrição, a importância da glutamina, segundo 
Smith (2003) é a que melhor explica a ligação entre exercícios físicos e suas respostas 
sobre o sistema imunológico. Estudos clássicos demonstram que esse aminoácido é 
importante principalmente para linfócitos e macrófagos, pois na redução do nível 
plasmático da glutamina, o organismo sofre de uma imunossupressão transitória, 
devido a um impedimento parcial do sistema imunológico, como demonstrado em 
quadros patológicos (Newsholme, 1995) e após exercícios extenuantes (Rosa Neto  et 
al., 2010). Em termos metabólicos ao nível celular, a importância da glutamina fica 
evidenciada pela elevada atividade da enzima glutaminase-fosfato-dependente e de 
outras enzimas da via glutaminolítica e pela capacidade que linfócitos e macrófagos 
possuem para utilização da glutamina com a finalidade de prover substrato energético 
para produção de energia, síntese de purinas e purimidinas (Ardawi & Newsholme, 
1982, 1983). Todas essas informações evidenciam que existe uma forte relação entre 
metabolismo e função de linfócitos e macrófagos e que a quebra da homeostase, com 
a redução relativamente pequena da glutamina já pode implicar em respostas imune 
prejudicada (Castell et al., 1998; Castell, 2003), assim como, também alterar respostas 
intestinais e renais que utilizam altas taxas de glutamina (Parry-Billings et al., 1991). 
No âmbito nutricional ainda, a glutamina é classificada como um aminoácido 
(AA) não essencial, ou seja, conforme a necessidade pode ser sintetizada pelo 
organismo. Trata-se do AA livre mais abundante no plasma e no tecido muscular, que 
desempenha função no sistema imune, balanço ácido- básico, transporte de amônia 
entre os tecidos, doação de esqueleto de carbono para gliconeogênese, síntese de 
nucleotídeos e indução da expressão gênica de uma ampla variedade de proteínas 
(Parry-Billings et al., 1992). 
A realização de exercício físico pode promover alterações na concentração 
plasmática e tecidual de alguns AA, entre os quais, a glutamina está envolvida (Castell, 
2003). Essas alterações são dependentes da duração e intensidade com que o exercício 
esta sendo realizado (Hiscock & Pedersen, 2002). 
20 
 
 
Sabe-se que a glutamina é um aminoácido que age como nutriente para as 
células de divisão rápida, como os enterócitos e leucócitos. Sendo assim, quando a 
suplementação é oral, o elevado consumo por células intestinais inviabiliza sua 
disponibilidade para outras regiões do organismo. Portanto, uma forma para atenuar o 
consumo pelos enterócitos é administrar a suplementação no período noturno, em 
que os hormônios imunossupressores estão em concentrações reduzidas e as 
atividades relacionadas ao sistema imune começam a se destacar, sendo maior a 
garantia de utilização pelas células imunes (Straub et al., 2010). 
Numerosos trabalhos, assim como discutido por Castell (2003) têm 
demonstrado redução significativa da concentração plasmática e tecidual de glutamina 
durante e após exercício intenso e prolongado. Dentre os mecanismos que levam à 
diminuição das concentrações de glutamina plasmática e muscular durante e após o 
exercício físico prolongado, destaca-se a elevação da concentração de cortisol, que 
estimula tanto o efluxo de glutamina muscular, quanto à captação de glutamina pelo 
fígado. Desse modo, a maior oferta de glutamina no fígado, aliada à diminuição dos 
estoques de glicogênio hepático e ao aumento da concentração de cortisol promovem 
maior estímulo da neoglicogênese hepática a partir do aminoácido glutamina 
(Rowbottom et al., 1995 e 1996).  
Outro mecanismo implicado na redução da glutaminemia durante o exercício 
físico prolongado refere-se à elevação da concentração de lactato sanguíneo, que 
altera o pH do sangue (acidose metabólica) e favorece a maior captação de glutamina 
pelos rins (Walsh et al., 1998). A eliminação de íons hidrogênio (H+) pelos rins envolve 
o fornecimento de amônia oriunda da glutamina. A perda de íons hidrogênio auxilia na 
manutenção do equilíbrio ácido-base (Walsh et al., 1998; Smith et al., 2000). Essa 
função da glutamina pode ser especialmente importante em condições de elevada 
altitude, uma vez que, tem-se maior utilização das vias anaeróbias para produção de 
energia (Roberts et al., 1996; Brooks et al., 1994). Além desses fatos, o aumento da 
captação de glutamina por células do sistema imune, principalmente quando ativadas, 
pode colaborar para a redução da glutaminemia induzida pelo exercício como 
demonstrado previamente por trabalhos do nosso grupo (Santos et al., 2007; Santos et 
al., 2009; Rosa Neto et al., 2010).  
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Castell & Newsholme (1997) verificaram em atletas de diferentes modalidades, 
redução de aproximadamente 20% na concentração plasmática de glutamina depois 
de uma hora do término do exercício, no caso da maratona. Já Castell et al. (1997) 
encontraram redução nas concentrações de glutamina entre 5 e 15 minutos após uma 
maratona, mas as menores concentrações foram observadas uma hora após o término 
das atividades.  
Diversas alternativas de suplementação com glutamina, aplicadas antes, 
durante e após o exercício têm sido estudadas, visando atenuar a redução da 
concentração plasmática e tecidual deste aminoácido, que ocorre após o exercício 
intenso e prolongado (Parry-Billings et al., 1992). 
A relação entre glutamina e sistema imune tem sido foco de grandes autores 
como, Castell et al.(1997),  Castell e Newsholme (1997), uma vez que, células do 
sistema imune são sensíveis ao nível de glutamina presente no meio circundante para 
a manutenção de suas funções, como taxas de proliferação de linfócitos T e B ,assim 
como as taxas de síntese de proteínas, síntese de RNA e  interleucina-2 (IL-2) e a 
produção de anticorpos (Parry-Billings et al., 1990). Estes eventos são essenciais para 
uma resposta normal e efetiva do sistema imune à patógenos. Em conjunto, o 
exercício induz o aumento da atividade de células imunes. Uma redução na 
disponibilidade de glutamina após exercício intensos e prolongados pode estar 
envolvido com uma imunossupressão, ou seja, desenvolvimento de doenças, em 
especial, as Infecções do Trato Respiratório Superior (ITRS) (Parry-Billings et al., 1992; 
Castell et al., 1997).  
Diante do contexto, a suplementação tem sido estudada como forma de 
minimizar ou mesmo reverter tais eventos induzidos pelo exercício. No estudo de 
Castell et al. (1996) com corredores de maratona e ultra-maratona que foram 
suplementados com 5g de glutamina em 330ml de água imediatamente antes e duas 
horas após o exercício foi suficiente para reduzir a incidência de infecções nos sete dias 
posteriores ao exercício. Dentre os atletas que receberam a suplementação, apenas 
19% registraram alguma infecção, enquanto que 51% dos atletas que receberam 
placebo mencionaram ter adquirido algum tipo de infecção durante o período 
estudado. 
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Castell e Newsholme (1997) investigaram que atletas após a ingestão oral de 
uma solução com glutamina (100mg/kg de peso corporal) encontraram uma elevação 
na concentração plasmática depois de 30 minutos, podendo retornar aos valores 
basais no decorrer de aproximadamente duas horas. Em outro estudo com voluntários 
fisicamente ativos e distribuídos em três grupos (18,5% de polímero de glicose, um 
placebo de glutamina e um polímero de glicose de 18,5% + 8 g de glutamina ), a equipe 
de Bowtell et al. (1999) verificou que o efeito da suplementação oral com glutamina 
(8g de glutamina em 330ml de água) após sessão de exercício intenso elevou a 
glutaminemia durante período de recuperação em 46% sugerindo que uma certa 
proporção de glutamina ingerida não foi absorvida por parte das células da mucosa e 
nem captadas pelo rim e fígado.  
A adição de glutamina ao polímero de glicose pareceu facilitar uma resíntese de 
ambos as reservas de glicogênio no fígado e músculos, uma vez que a glutamina age 
como precursora para a síntese de glicose e glicogênio, podendo fornecer sua cadeia 
de carbonos ao entrar no ciclo de Krebs na forma de 2-oxoglutarato e, por ação da 
enzima málica, o malato formado seja convertido em fosfoenolpiruvato; com o 
benefício potencial de prolongar a disponibilidade da glicose no sangue para utilização 
pelo sistema nervoso central e, assim, o tempo de resistência, possivelmente, num 
subsequente sessão de exercícios.  
Já no estudo de Castell et al. (1997) que observaram o efeito da suplementação 
com glutamina (5g em 330ml de água) uma hora após a realização de uma maratona, 
não foi encontrado efeito da suplementação em qualquer dos parâmetro analisados 
quanto aos níveis plasmáticos de IL-1, IL-2, TNF-α; não alterando o estado inflamatório 
induzido pelo exercício sendo que o nível basal de glutamina se restabeleceu somente 
16h mais tarde. 
Rzywkowski et al. (2001) investigaram a ação da suplementação de L-glutamina 
(17,5g), proteína (68,5g) ou placebo oferecida durante e após o exercício, e 
encontraram uma relação entre a redução da glutaminemia e a concentração de IgA 
salivar após a prática de exercício intenso e prolongado, em atletas submetidos a uma 
sessão de exercício em ciclo ergômetro em um período de duas horas a 75% VO2máx. 
Foi observada uma redução de 15% da concentração plasmática de glutamina duas 
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horas após o término do exercício no grupo placebo, enquanto que essa redução não 
foi observada nos outros grupos que receberam L-glutamina e proteína. Porém, 
nenhum desses suplementos foi eficaz na prevenção da diminuição da concentração e 
liberação de IgA salivar induzida ao exercício. 
A maioria dos trabalhos que envolvem exercício e suplementação de glutamina 
são agudos (Castell et al., 1996; Castell e Newsholme, 1997; Bowtell et al., 1999; 
Castell et al., 1997; Rzywkowski et al., 2001). Esse pode ser um dos motivos pelo qual 
resultados não são encontrados, uma vez que, se utilizada de forma pontual e durante 
o dia, o seu aproveitamento não será predominantemente pelas células do sistema 
imune e sim pelos enterócitos (Straub et al., 2010). Assim propomos oferecer a 
glutamina sempre no período noturno e durante uma semana, isto baseado em 
trabalhos que suplementam glutamina de forma parenteral no pré-operatório para 
que após a cirurgia tenham uma recuperação mais rápida (Yue et al., 2013; Donnell et 
al., 2013; Chen et al., 2012).   
Ao considerarmos o efeito anti-inflamatório da glutamina diante de fatores 
estressores como exercício físico, ambientes inóspitos (Wash et al., 2011) e doenças 
(câncer, sepse, queimadura, trauma) (Bailey et al.,2012), esta pode regredir os sinais 
de inflamação provocados por tais condições à que se expõem o organismo. Como já 
foi visto em outro estudo, ambientes de altitude também representam um fator de 
estresse para o organismo e em combinação com o exercício físico parece iniciar um 
desequilíbrio da homeostase ainda maior. Bailey et al. (2000) estudaram durante 
quatro semanas corredores de elite expostos a uma altitude de 1.640 m e observaram 
uma elevação considerável de incidência de doenças ITRS, acompanhada por uma 
redução da glutamina plasmática.  
Assim, torna-se de grande importância elucidar se os efeitos da suplementação 
de glutamina em ambientes de montanha/hipóxia consegue atenuar certos efeitos que 
são amenizados ao nível do mar, uma vez que o tema sobre as alterações no sistema 
imune é escasso na literatura. 
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1.5- Justificativa 
 
De acordo com diversos estudos realizados ao nível do mar, a suplementação 
com carboidrato e/ou glutamina tem se mostrado eficaz, podendo atenuar os efeitos 
estressores do exercício extenuante sobre o sistema imunológico e retardando a 
fadiga. Levando em consideração que a cada ano aumenta o número de pessoas, 
inclusive sedentárias, que ascendem às grandes altitudes por turismo, trabalho e 
prática de esportes torna-se de grande importância elucidar os efeitos da 
suplementação de carboidrato e/ou glutamina em ambientes hipóxicos sobre o 
sistema imunológico e sobre a performance. A partir de tais informações, no futuro, 
novas intervenções poderão ser propostas e elaboradas para minimizar os efeitos da 
hipóxia para atletas, viajantes, trabalhadores e pessoas cronicamente expostas às 
elevadas altitudes.  
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2 – OBJETIVOS 
 
Avaliar os efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre 
parâmetros imunológicos, inflamatórios e sobre a performance durante e após 
exercício na altitude simulada de 4.500 m. 
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exercício na hipóxia 
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3 – CASUÍSTICA E MÉTODO 
 
3.1 – Aspectos Éticos 
  
Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP/ Hospital São Paulo (CEP 0620/09) (anexo 1) e respeitou as normas 
estabelecidas pela Legislação Brasileira na Resolução n. 196 do Conselho Nacional 
de Saúde. Para participar do estudo, os voluntários inicialmente obtiveram todas as 
informações necessárias, inclusive a respeito das avaliações, assinando 
posteriormente um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 2). 
 
3.2 – Amostra 
 
Fizeram parte do estudo nove pessoas do gênero masculino, que foram 
submetidas a quatro procedimentos em diferentes dias. O tamanho da amostra foi 
determinado através do site do governo australiano (National Statistical Service, 
2012) 
 
 3.2.1 – Critérios de Inclusão  
 
• Ser fisicamente ativo (realizar exercício físico aeróbio no mínimo três vezes por 
semana, por pelo menos um ano);  
• Gênero masculino;  
• Idade entre 18 e 30 anos;  
• Eutróficos 
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27 
 
 
 3.2.2 – Critérios de Exclusão  
 
• Apresentar problemas de saúde (cardíacos e respiratórios conforme avaliação 
médica) ou outros, que pudessem influenciar nos resultados do estudo;  
• Apresentar alterações no Eletrocardiograma (ECG) de repouso e de esforço e na 
avaliação clínica conduzida por um médico que impedisse a realização de 
exercício físico; 
• Ser fumante e/ou usar drogas de abuso;  
• Fazer uso de qualquer medicamento que pudesse interferir nos resultados do 
estudo;  
• Fazer uso de bebidas alcoólicas com frequência (por mais de três vezes por 
semana);  
• Exposição à hipóxia nos últimos seis meses. 
 
 
3.3 – Testes Cardiovasculares 
Todos os voluntários foram submetidos a um eletrocardiograma de repouso e 
esforço seguido por uma avaliação clínica e autorização médica para a prática de 
exercício físico. No mesmo momento realizavam o teste ergoespirométrico para 
determinação do VO2pico em normóxia.  
 
 
3.4 – Determinação do VO2pico  
Para determinação do VO2pico foi realizado um teste progressivo em uma esteira 
rolante (LifeFitness®– 9700HR), com velocidade inicial de 7.0 km/h e incremento de 
carga de 1.0 km/h por minuto até a exaustão voluntária. A exaustão foi definida como 
a inabilidade em acompanhar a velocidade da esteira por 15 segundos, ou até que os 
voluntários solicitassem a parada do teste mesmo sendo encorajados a continuar 
(Sassi et al., 2006). Durante todo o teste foi utilizada uma inclinação fixa de 1% para 
simular o desgaste físico em teste de campo (Jones & Doust, 1996).  
28 
 
 
Durante todo o teste, a monitoração da frequência cardíaca foi realizada por 
meio de um frequencímetro (Polar, modelo Advantage NV®) com intervalos de 5 
segundos, a pressão arterial foi monitorada por meio de um esfignomanômetro e um 
estetoscópio. A escala de percepção subjetiva de esforço (Borg, 1982) que varia de 6 a 
20 também foi utilizada. Os testes foram realizados em laboratório com climatização 
padronizada (T= 22ºC e UR= 61%). 
Os parâmetros respiratórios foram coletados e analisados respiração a 
respiração por um analisador de gases COSMED® modelo Quark PFT – Pulmonary 
Function Testing – FRC & DLCO. O sistema foi calibrado pelo menos uma vez, antes da 
realização do primeiro teste do dia. Para isso uma concentração dos gases conhecida 
foi utilizada, sendo que as calibrações do volume e do fluxo foram realizadas com o 
auxílio de uma seringa de três litros. Uma máscara facial Hans Rudolph® flow-by face 
mask, foi utilizada. Todos os procedimentos para calibração foram realizados de 
acordo com as recomendações do fabricante.  
 
3.5 – Desenho Experimental 
Os voluntários compareceram ao laboratório em quatro dias com intervalo de 
uma semana entre cada dia. No primeiro dia todas as informações relativas ao projeto 
foram dadas tais como objetivos e procedimentos a que os voluntários seriam 
submetidos nos dias subsequentes. Ao final das explicações os voluntários tomaram 
ciência do Termo de Consentimento e, estando de acordo com o estudo, o assinaram. 
Após a assinatura, os voluntários foram submetidos aos testes cardiovasculares 
(eletrocardiograma de repouso e esforço e ergoespirometria). Por se tratar de um 
estudo duplo cego, nas semanas seguintes os voluntários realizaram três sessões de 
exercício de forma randômica para a suplementação, como descrito a seguir: 
 
 Condição 1-  Exercício + Altitude = Voluntários realizaram uma sessão de 
exercício 70% do VO2pico em uma altitude simulada de 4.500 m, consumiram a 
suplementação placebo de glutamina nos seis dias anteriores ao teste (10g amido de 
milho + 10g lactose), ingerida no período da noite, e durante e após o exercício, a 
suplementação placebo de carboidrato (suco Clight® de morango); 
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 Condição 2 - Exercício + Altitude + Carboidrato = Voluntários realizaram uma 
sessão de exercício 70% do VO2pico em uma altitude simulada de 4.500 m, consumiram 
a suplementação placebo de glutamina nos seis dias anteriores ao teste (10g amido 
de milho + 10g lactose), ingerida no período da noite, e durante e após o exercício, 
consumiram 200mL de uma solução contendo carboidrato (Maltodextrina sabor 
morango – Probiótica®) a 8% a cada 20 minutos; 
 
 Condição 3 - Exercício + Altitude + Carboidrato + Glutamina = Voluntários 
realizaram uma sessão de exercício 70% do VO2pico em uma altitude simulada de 4.500 
m, consumiram 20g de glutamina (Probiótica®) nos seis dias anteriores ao teste, 
ingerida no período da noite, e durante e após o exercício, consumiram 200mL de 
uma solução contendo carboidrato (Maltodextrina sabor morango – Probiótica®) a 8% 
a cada 20 minutos. 
 
3.6 – Simulação da altitude 
 O simulador de altitudes (normobaric chamber, CAT - Colorado Altitude 
Training™/12 CAT-Air Unit®) é uma câmara normobárica que simula até 4.500 m. Este 
equipamento apresenta quatro unidades de ar que foram instaladas do lado de fora 
da câmara o que permite a troca gasosa (aumento de nitrogênio e redução de O2). 
Dentro da câmara há um display que exibe a altitude simulada em tempo real, 
mensurada por um módulo que contém uma célula de O2 sensível a variações de O2. A 
altitude simulada variou em incrementos de 25 metros. 
  
 
3.7 – Sessões de exercício e suplementação 
 Os voluntários foram destinados a câmara de hipóxia, de modo que, nas duas 
primeiras horas ficaram em repouso; logo após iniciaram o exercício em esteira rolante 
(LifeFitness®– 9700HR) com uma inclinação fixa de 1% e com intensidade de 70% do 
VO2pico até a exaustão e em seguida ainda permaneceram dentro da câmara na 
condição de hipóxia por mais duas horas para a avaliação da recuperação, como 
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mostra a figura 1. Cada teste foi intercalado por 6 dias de descanso e todos os 
procedimentos realizados durante os exercícios simulando as altitudes estudadas e 
suplementação foram duplo cego, assim, tanto o pesquisador como o voluntário não 
sabiam em qual altitude o exercício estava sendo realizado. Todos os exercícios foram 
realizados após um jejum overnight, para evitar possíveis influências alimentares e 
para manter um quadro metabólico adequado/padronizado. Durante todo o período o 
consumo de água foi ad libitum. Os testes começaram às 7h30 para evitar influências 
circadianas.
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Figura 1 –  Período de cinco horas de permanência na câmara  
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3.8 – Performance 
3.8.1 - Tempo de Exaustão – Os voluntários foram submetidos ao exercício em 
condições de hipóxia com intensidade de 70% do VO2pico até a exaustão voluntária. A 
exaustão foi definida como a inabilidade em acompanhar a velocidade da esteira por 
15 segundos, ou até que os voluntários solicitassem a parada do teste por fadiga.  
 
3.8.2 - Percepção Subjetiva de Esforço (PSE) – A percepção subjetiva de 
esforço foi avaliada a cada 15 minutos de exercício e realizada através da escala 
subjetiva de percepção de esforço (escala de Borg, 1982). A escala de classificação de 
esforço percebido de Borg (anexo 3) é uma escala de pontuação que varia de 6 a 20. A 
predição de percepção subjetiva de esforço é uma forma quantitativa de monitorar o 
indivíduo durante testes de esforço físico ou mesmo sessões de exercícios (Snyder et 
al., 1993).   
 
3.8.3 - Frequência Cardíaca (FC) - a FC foi avaliada a cada 15 minutos de 
exercício e realizada usando o frequencímetro (Polar®, modelo Advantage NV) 
 
3.8.4 - Lactato e glicose sanguíneos - a concentração sanguínea de lactato e 
glicose foi determinada a cada 15 minutos de exercício. Para as coletas sanguíneas 
foram realizadas por punção com lanceta descartável, no lóbulo da orelha.  A assepsia 
do local foi realizada com álcool 70%. O sangue foi colhido em capilares heparinizados 
calibrados para 25μL de sangue arterializados, e armazenados em tubos Eppendorff 
com 50μL de 1% fluoreto de sódio (1%NaF). Para cada amostra coletada, foi realizada 
uma assepsia local para evitar contaminação do sangue pelo suor ou outra substância 
que contamine as amostras sanguíneas. Todas as amostras foram armazenadas em 
freezer – 80⁰C, para conservação adequada e posterior análise. A lactacidemia e 
glicemia foram determinadas por um analisador de lactato eletro-enzimático, YSI 2300 
SPORT (Yellow Springs Inc®.- USA).  
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3.8.5 – Saturação de O2 na hemoglobina (SaO2) - durante todos os testes 
os voluntários tiveram a SaO2 monitoradas por meio de um oxímetro de dedo 
(FingerPulse®, modelo MD300C202), avaliado antes do início e a cada 15 minutos de 
exercício. Essa medida consiste em um método simples que tem como principal 
objetivo fornecer a saturação do oxigênio na hemoglobina, ou seja, a porcentagem de 
sítios de ligação de hemoglobina que estão ocupados por uma molécula de oxigênio no 
momento da medição (Luks e Swenson, 2011). 
 
3.9 – Coleta de sangue 
 As coletas de sangue foram realizadas em quatro momentos: primeiramente 
no momento em que antecede a entrada do voluntário na câmara (basal), outra 
imediatamente antes do início do exercício (pré-exercício), logo após o término do 
exercício (pós-exercício) e a última ao final das duas horas de recuperação (após 2h).  
 Em cada um dos quatro momentos foram coletados 40ml de sangue venoso. 
Após a coleta, 5ml do sangue total foi utilizado para os ensaios da função celular 
enquanto que, os 35ml de sangue restante foram centrifugados a 690X g durante 15 
minutos a 4°C, sendo o plasma ou soro extraído, aliquotado e armazenado em freezer 
-80°C para posteriores dosagens. 
 
3.10 – Determinação dos parâmetros séricos 
3.10.1 - Glutamina – a concentração sérica de glutamina foi determinada 
enzimaticamente com Kits da Sigma® (Saint Louis, USA), cujo princípio do método é a 
conversão de nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH) em nicotinamida 
adenina dinucleotideo (NAD) pela ação da enzima glutamato desidrogenase (GDH), 
cuja função é formar glutamato a partir de α-cetoglutarato e amônia que foi formada 
no meio, a partir da reação da glutamina já existente com a asparaginase. O meio de 
ensaio (pH 8,0) foi constituído por 50mM fosfato de potássio dibásico (KH2PO4), 50% 
glicerol, 4mM NADH, 10% albumina defatada (BSA), 5,0U/ml GDH, 4,0M α-
cetoglutarato e 5,0U/ml asparaginase. Após incubação em temperatura ambiente, 
realizamos a leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 340nm para 
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determinação da quantidade de NADH consumido no meio, que é proporcional a 
quantidade de glutamina da amostra. 
 
3.10.2- Glicose: a concentração sérica de glicose foi determinada 
enzimaticamente com kits da Labtest® (Lagoa Santa, Brasil), segundo método descrito 
por Bondar&Mead (1974), cujo princípio é baseado na fosforilação da glicose pelo 
adenosina trifosfato (ATP) numa reação catalizada pela hexoquinase formando glicose-
6 fosfato que, a seguir, reage com o NAD em um processo catalizado pela enzima 
glicose-6-fosfato desidrogenase formando NADH que é proporcional a quantidade de 
glicose. O meio continha 1,5mM NAD, 1mM ATP, 1,0U/ml hexokinase, 1,0U/ml glicose-
6-fosfato desidrogenase, 0,05% azida sódica. Após incubação de 10 minutos em 
temperatura ambiente, a quantidade de NADH foi medida em espectrofotômetro com 
comprimento de onda de 340nm. 
 
3.10.3- Hormônios e Citocinas: A concentração sérica foi determinada por 
ELISA, sendo IL-6, TNF-α e IFN-y com kits RayBio® (Norcross,USA ); Eritropoetina (EPO) 
foi determinada pelo Kit USCN-Life Sciense® Inc. (Wuhan, China), HSP-70 pelo  com Kit 
Enzo-Life Sciense® (Villeurbanne, France); e o cortisol com Kit da Arbor Assays® 
(Michigan, USA). Os métodos usados nos kits se baseiam na utilização da grande 
afinidade do sistema biotina-estreptavidina. Por esse método a superfície dos poços 
das placas devem estar recobertas de estreptavidina. Na primeira etapa de incubação, 
as amostras, calibradores, e conjugados enzimáticos (anticorpo mono-policlonal anti-
proteína) foram misturados para formar o complexo que fica ligado na superfície dos 
poços pela interação da biotina com a estreptavidina imobilizada. Após um período de 
incubação, o excesso de enzima conjugado e o antígeno não ligado foram retirados por 
meio de lavagem. O substrato foi adicionado, ocorre o desenvolvimento de uma 
coloração azul que tem a sua cor modificada após a adição de uma solução de stop . A 
intensidade da cor foi proporcional à concentração das proteínas avaliadas.  
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3.11 – Isolamento de Células  
A separação de linfócitos ocorreu a partir de 5ml de sangue total. Ao sangue 
coletado foi acrescido 3ml de Histopack 1077 e 3ml de Histopaque 1119 para permitir 
a sedimentação dos eritrócitos após 30 minutos de centrifugação de gradiente, com 
velocidade de 400Xg em uma centrífuga sem freio à temperatura ambiente. Assim, 
formou-se acima uma nuvem que correspondia aos leucócitos e abaixo aos neutrófilos, 
as quais foram transferidas separadamente para tubos cônicos estéreis e diluídas em 
PBS. Para formação do precipitado, os tubos foram centrifugados novamente com 
velocidade de 400Xg em uma centrífuga sem freio à 4ºC por 10 minutos. Após, as 
células foram ressuspendidas em 1ml de meio de cultura RPMI-1640 enriquecido 
(preparado com soro fetal bovino e antibiótico). Até esse ponto, obtiveram-se os 
linfócitos e monócitos. Para separá-los foi necessário fazer uma cultura onde os 
monócitos ficam aderidos na placa, enquanto os linfócitos dispersos no sobrenadante. 
Em uma placa de cultura de seis poços, adicionou-se 2ml de meio de cultura RPMI- 
1640 enriquecido e 500µl de suspensão celular de leucócitos em dois poços e incubou-
se, por 1 hora, em estufa a 37 °C. 
Após incubação, o meio onde estavam os linfócitos foi transferido para outros 
tubos cônicos estéreis, adicionado PBS até completar volume de 15ml e centrifugados 
com velocidade de 400Xg em uma centrífuga sem freio à temperatura ambiente por 10 
minutos. O PBS foi desprezado e o precipitado de linfócitos formados ao fundo foi 
ressuspendido em 1ml de meio de cultura. Com os monócitos aderidos à placa, foi 
adicionado 1,8ml de meio RPMI-1640 enriquecido e 200µl de LPS no referido poço que 
seria estimulado e no poço sem estímulo, foi adicionado apenas 2ml do meio de 
cultura. Incubou-se por 48h, em estufa a 37 °C. 
 
3.12 – Função de linfócitos 
3.12.1 - Produção de citocinas: Cinco voluntários foram utilizados para a 
determinação da produção de citocinas e do balance Th1/Th2 os linfócitos (1 x 10
5 
células) foram incubados em placas de 96 poços contendo meio RPMI-1640 
enriquecido com 2mM glutamina, 10% soro homólogo e 5μg/mL Concanavalina A. 
Após 48h de incubação o sobrenadante era coletado e centrifugado a 400Xg por 10 
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minutos à 10 °C; todos foram aliquotados em eppendorff de 500µl e congelados em 
freezer -80ºC até a análise. Após, a concentração das citocinas IL-2, IL-6, IL-4 no 
sobrenadante foi avaliada por kits RayBio® (Norcross,USA). 
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4 – ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Shapiro-Wilk`s. A 
análise descritiva foi realizada por meio de média ± erro-padrão. A análise estatística 
para verificar as interações de grupo versus momento utilizou-se ANOVA para medidas 
repetidas seguida do teste de Post hoc de Tukey. O nível de significância adotado foi de 
p ≤ 5%. Para a realização das análises foi utilizado o software estatístico Statistics® 7.0 
(StatSoft, Inc.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
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5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados e discussão desta dissertação estão apresentados na forma de 
dois trabalhos científicos: 
 
 
 
Carbohydrate and glutamine supplementation modulates Th1/Th2 balance during 
exercise performed at a simulated altitude of 4500m. Caris AV; Lira FS; Mello MT; 
Oyama LM; Santos RVT. (não-submetido). 
 
Effects of carbohydrate and glutamine supplementation on physiological variables 
and Rating of Perceived Exertion during exercise in hypoxia. Caris AV; Lira FS; Mello 
MT; Santos RVT; Oyama LM. (não-submetido). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
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Abstract 
Introduction: The exercise performed in hypoxia equivalent to 4,500 m is 
associated with a pro inflammatory state, and metabolic and immunologic 
changes, in humans. On the other hand, the supplementation with carbohydrate 
and/or glutamine has anti-inflammatory effect, whereas performed at sea level. 
The aim this study was evaluated the effect of carbohydrate and/or glutamine 
supplementation on immune system and inflammatory parameters during and 
after exercise in hypoxia condition at 4,500 m. 
Methods: Nine physically active male volunteers underwent three sessions of 
exercise at 70% VO2peak until exhaustion.  These sessions were as follows: (1) 
in hypoxia with a placebo dietary supplementation, (2) in hypoxia with 8% 
maltodextrin supplementation (200 mL/20 minutes) during and for 2 hours after 
exercise and (3) in hypoxia after 6 days of supplementation with glutamine (20 
g/day) and supplementation with 8% maltodextrin (200mL/20 minutes) during 
and for 2 hours after exercise. All procedures were randomised and double-
blind. The hypoxic chamber simulated an altitude of 4,500 m. Blood samples 
were collected at rest (baseline), immediately before exercise (pre-exercise), 
after the completion of exercise (post-exercise) and two hours after recovery. 
Glutamine, cortisol, TNF-α, IFN-γ, IL-6, glucose, HSP-70 and erythropoietin 
were measured in serum, and IL-2, IL-4 and IL-6 secretion from lymphocytes 
was measured in vitro. 
Results: EPO and IL-6 increased at post-exercise in the hypoxia group as 
compared to baseline. Also, IL-6 was higher at post-exercise and after two 
hours of recovery, in the hypoxia group than pre-exercise. There was no 
difference in cortisol levels, but glucose was elevated in post-exercise 
individuals in the three groups compared to baseline and pre-exercise levels. 
Glutamine increased in the hypoxia+carbohydrate+glutamine group at post-
exercise as compared to baseline. HSP-70 significantly increased at post-
exercise than baseline and pre-exercise and after two hours of recovery than 
pre-exercise, in the hypoxia+carbohydrate group. There was no difference in IL-
2 and IL-6 secretion from lymphocytes, but IL-4 was reduced in the 
supplemented groups. 
Conclusion: We conclude that supplementation with carbohydrates and/or 
glutamine shifts the Th1/Th2 balance towards Th1 responses after exercise at a 
simulated altitude of 4,500 m. Furthermore, the nutritional strategies increased 
the concentration of IL-6, suggesting an important anti-inflammatory role for the 
supplementation used in this study. 
 
 
Keywords: supplementation, carbohydrate, hypoxia, physical exercise, 
glutamine, high altitude, immune function, lymphocyte  
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Introduction 
 
High altitudes are characterised by hypoxic environments, which 
represent a stressor to many organisms. Several studies have suggested that 
exposure to hypoxic conditions may modulate important aspects of the immune 
response, inflammation and metabolism (Shay et al., 2012; Ncnamee et al., 
2013; Ganju & Misra, 2010; Mazzeo, 2005). Studies have shown that acute 
exposure to hypoxic conditions is associated with changes in secreted 
cytokines, which promote an imbalance in pro/anti-inflammatory modulation 
(Mishra & Ganju, 2010; Steensberg & Pedersen, 2002; Facco et al., 2005; 
Hartmann et al., 2000; Taylor, 2008) that may have impact on the immune 
response (specially Th1/Th2 balance). However, the published literature is 
somewhat conflicting because few studies have been conducted at high 
altitudes with the specific purpose of monitoring the various immune parameters 
in humans (Mishra & Ganju, 2010; Eltzschig & Carmeliet, 2011; Lemos et al., 
2013). 
Exercise performed at sea level can stimulate or inhibit the immune 
response (Costa Rosa, 2004; Bishop et al., 2009). When performed under 
extreme environmental conditions, especially hypoxic conditions, exercise may 
generate an acute (and even more intense) response compared to when it is 
performed at sea level (Mazzeo, 2008), but the effects of exercise at high 
altitude on immune function are still poorly understood (Walsh et al., 2011). 
Studies have reported the anti-inflammatory effect of carbohydrate 
supplementation during and/or after prolonged exercise because it attenuates 
the increase of neutrophils and monocytes in the blood, decreases 
catecholamines and cortisol hormones in response to stress, maintains anti-
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inflammatory cytokine levels (IL-10 and IL-1RA) and affects T and NK cell 
function (Wash et al. 2011). Additionally, glutamine supplementation offered 
before, during or after exercise has been studied, with the goal of reversing the 
decline the plasma and tissue concentrations of glutamine, which occurs after 
prolonged and intense exercise and may be involved with post-exercise 
immunosuppression (Parry-Billings et al., 1992; Castell et al., 1997). 
Considering  the previously mentioned factors, we sought to elucidate the role 
of carbohydrate supplementation and/or glutamine supplementation in hypoxic 
environments in the immune system, especially during exercise. The aim of this 
study was to evaluate the effects of supplementation with carbohydrate and 
glutamine on immune and inflammatory parameters during and after exercise in 
a simulated altitude of 4,500 m. 
 
Methods 
Participants 
This study was conducted with nine male volunteers who were healthy 
and physically active with the following physiological and anthropometric 
characteristics: age (years) 26.4 ± 3.5, body weight (kg) 76.8 ± 8.7, height (m) 
1.75 ± 0.0, BMI (kg/m2) 25.0 ± 2.3, VO2peak (mL/kg/min) 50.7 ± 5.6, and 
maximum heart rate (bpm) 191.8 ± 9.2. The study procedures were approved 
by the Ethics Committee of the Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) 
- (CEP-0620/09) and are in accordance with the guidelines set in the 
International Declaration of Helsinki, 1964. The sample size was determined by 
the Australian Government’s National Statistical Service, 2012. 
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Experimental Design 
The volunteers visited the laboratory four times with a one-week interval 
between each visit. During the first visit, the volunteers were provided with the 
aims of the study as well as the upcoming procedures in which they agreed to 
participate.  After the study was thoroughly explained to them, the volunteers 
read and signed an informed consent form. Subsequently, the volunteers 
underwent a resting electrocardiogram and effort, and spirometry. Because it 
was a double-blind study, the volunteers performed three exercise sessions 
randomly and blindly with regard to supplementation during the three week 
period; these sessions were as follows: (1) in hypoxia and placebo, (2) hypoxia 
with placebo for glutamine and supplemented with 8% maltodextrin 
(200mL/each 20 minutes, during and two hours following exercise) and (3) 
hypoxia with glutamine supplementation (20 g/day, for six days) and 
supplemented with 8% maltodextrin (200mL/each 20 minutes, during and two 
hours after exercise).  Water was consumed ad libitum during the whole period. 
Supplementation 
The volunteers consumed 200mL of a carbohydrate solution (8% 
maltodextrin, strawberry flavour – (Probiotic®)  or placebo (Crystal Light® - Kraft 
Foods, Inc., strawberry flavour) every 20 minutes during exercise and during the 
two hours after exercise. During the six days prior to the test, the volunteers 
consumed 20 g/day of glutamine Probiotic® (Laboratories, Embu das Artes, São 
Paulo, Brazil) or placebo (10 g corn starch + 10 g lactose) at night. 
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Simulated hypoxic conditions 
The study was conducted in an altitude simulation enclosure (normobaric 
chamber, CAT - Colorado Altitude Training™ / CAT-12® Air Unit), a normobaric 
chamber that simulates altitudes of up to 4,500 m (equivalent to barometric 
pressure of 433 mmHg and a fraction of inspired oxygen of 13.5% O2). 
Physical exercise 
The volunteers were assisted into the chamber, were allowed to rest for 
the first two hours, and then started to exercise on a treadmill (LifeFitness® - 
9700HR) with a fixed 1% incline and intensity of 70% VO2peak until exhaustion, 
after which they remained in the chamber under the hypoxic conditions for an 
additional two hours for observation of their recovery. There was a six-day 
break between each test. All exercises were performed after an overnight fast to 
avoid possible dietary influences and to maintain adequate metabolic 
frame/standard. The tests began at 7:30 am to avoid circadian influences. 
Determination of the VO2peak 
To determine the VO2peak, the exercise test was performed on a 
progressive intensity treadmill (LifeFitness® - 9700HR), with an initial velocity of 
7.0 km/h and an increase of 1.0 km/h per minute until exhaustion. Exhaustion 
was defined as the inability to maintain speed on the treadmill for 15 seconds or 
until the volunteers asked to stop the test, even after being encouraged to 
continue (Sassi et al., 2006). Throughout the whole test, we used a fixed 1% 
incline to simulate the physical test field (Doust & Jones, 1996). 
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Heart rate was monitored by an individual monitoring device (Polar®, 
Advantage Model NV), blood pressure was monitored via a 
sphygmomanometer and a stethoscope, and perceived exertion was monitored 
using the Borg scale (6-20) (Borg, 1982). Respiratory parameters were 
analysed by a gas analyser COSMED® Model Quark PFT - Pulmonary Function 
Testing - FRC & DLCO using a facemask (Hans Rudolph® flow-by facemask). 
All procedures were performed after calibration according to the manufacturer's 
recommendations. 
Blood collection 
Blood samples (40 mL) were collected from the antecubital vein at four 
time points. The first time point was before the entry of the volunteer in the 
chamber (baseline), the second was just before the beginning of the exercise 
(pre-exercise), the third was immediately after exercise (post-exercise) and the 
fourth was two hours after exercise (after 2 h). One sample of 5mL of whole 
blood was used to test cellular functions, while the remaining 35mL of blood 
was collected in tubes with and without 125 IU heparin sodium and centrifuged 
at 690 x g for 15 minutes at 4°C, after which the plasma or serum was 
separated and stored at -80°C. 
Blood determinations 
The serum glutamine (Sigma-Aldrich® - Saint Louis, USA) and glucose 
(Labtest® - Lagoa Santa, Brazil) concentrations were determined enzymatically 
using commercial kits. The concentrations of IL-6, TNF-α and IFN-y were 
measured by ELISAs (RayBio® - Norcross, USA). Erythropoietin (EPO) (USCN 
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Life Science® Inc. - Wuhan, China), HSP-70 (Enzo Life Science® - Villeurbanne, 
France) and cortisol (Arbor Assays® - Michigan, USA) were also measured by 
ELISA. Each ELISA was performed according to the manufacturer’s protocol. 
Blood cells separation 
Blood samples were added to 3 mL Histopaque 1077 and 3mL 
Histopaque 1119 to allow for erythrocyte sedimentation after 30 minutes of 
gradient centrifugation at room temperature at a speed of 400 x g in a centrifuge 
without the brake. Three layers of cells were formed: one lower layer that 
corresponded to the red cells and two upper layers that corresponded to the 
neutrophils and other white blood cells. The two layers corresponding to the 
white cells were transferred to sterile tubes and diluted in PBS. The tubes were 
centrifuged at 400 x g without the brake at 4°C for 10 minutes. Next, the pellets 
were resuspended in 1mL of culture medium (RPMI-1640 medium 
supplemented with foetal bovine serum and antibiotics (2.5 mg/mL streptomycin 
and 2.5IU/mL penicillin)). At this point, the cells were enriched for lymphocytes 
and monocytes. To separate the lymphocytes, the mixed cells were incubated 
in a tissue culture plate onto which the monocytes adhered. After separation, 
the medium containing non-adherent lymphocytes was transferred to fresh 
sterile tubes, at which point it was mixed with PBS up to a final volume of 15 mL 
and centrifuged at a speed of 400 x g (without the brake) at room temperature 
for 10 minutes. The lymphocyte pellet was resuspended in culture medium and 
incubated (1x105 cells) in 96-well plates containing culture medium. The cells 
were stimulated with 1.25 µg/mL concanavalin. After 48 h of incubation at 37°C, 
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the supernatant was collected and centrifuged at 400 x g for 10 minutes at 10°C 
and stored at -80°C. 
Lymphocyte Function 
We used five volunteers to determine cytokine production and Th1/Th2 
balance. The concentration of IL-2, IL-6, and IL-4 in the supernatant from a 48 h 
lymphocyte culture was measured by ELISA (RayBio® - Norcross, USA). 
Statistical Analysis 
Data normality was verified by the Shapiro-Wilk test. A descriptive 
analysis was performed by calculating the mean ± standard error. ANOVA for 
repeated measures followed by a Tukey post hoc test was used to analyse the 
statistical significance of differences between the groups. A p value of ≤ 0.05 
was considered to be significant. Statistics® 7.0 (StatSoft, Inc.) software was 
used for the statistical analyses.  
 
 
Results 
There was no difference in SaO2% among the three groups at the 
beginning of exercise. However, the pre-exercise values were slightly lower 
than the baseline (Table 1). 
Results for the cytokines and HSP-70 in the three conditions and four 
time points studied are shown in Table 1. 
IL-6 concentration was significantly different among the time points 
studied (F=7.46, p=0.0001). There was an increase in IL-6 concentration in the 
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baseline vs. post-exercise (p=0.01), pre-exercise vs. post-exercise (p=0.0001) 
and pre-exercise vs. after 2 hours (p=0.03) samples in the hypoxia group. The 
interaction between groups vs. time point was not different (F=0.68, p=0.72) 
(Table 1). The quantitation of HSP-70 (shown in Table 1) showed an increase 
from baseline vs. post-exercise (p=0.0008), pre-exercise vs. post-exercise 
(p=0.0008), and pre-exercise vs. after 2 hours (p=0.01) in the 
hypoxia+carbohydrate group. TNF-α, INF-γ and EPO serum levels were not 
different between groups and interactions. 
The glucose concentration was significantly different between time point 
groups (F=23.12, p=0.00). There was an increase in baseline vs. post-exercise 
(p=0.0001) and pre-exercise vs. post-exercise (p=0.0001) in the hypoxia, 
hypoxia+carbohydrate and hypoxia+carbohydrate+glutamine groups. 
Comparing post-exercise vs. 2 hours after the glucose revealed a reduction in 
hypoxia (p=0.0002). The glutamine level (F=2.74, p=0.04) was increased from 
baseline vs. post-exercise (p=0.01) in the hypoxia+carbohydrate+glutamine 
group (Table 2). 
The cortisol concentration as a function of time was significantly different 
(F=3.90, p=0.01). There was a reduction in cortisol in the hypoxia group from 
baseline vs. after 2 hours (p=0.01), and post-exercise vs. after 2 hours 
(p=0.005) (Table 2). 
The IL-4 production was reduced in both supplemented groups 
compared to hypoxia (p=0.05). This change was observed at the pre-exercise, 
post-exercise and two-hours-after-exercise time points. In contrast, IL-6 
production showed an increase in both supplemented groups compared to 
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hypoxia at baseline. There was no difference in the IL-2 level between groups 
(Table 3). 
 
Discussion 
Increasing numbers of people live at sea level and travel to areas of 
moderate and high altitudes. Exposure to high altitude promotes several 
changes in body functions that often reflect the homeostasis of several 
biological systems (Mortola, 2007; Lemos et al., 2013), including the immune 
system (Mishra & Ganju, 2010; Mazzeo, 2005). Nutritional strategies have been 
suggested to attenuate the effects of strenuous exercise on the immune system 
and inflammation (Parry-Billings et al., 1992; Nieman, 2003, Duke et al., 2011). 
Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of carbohydrate and/or 
glutamine supplementation on immune and inflammatory parameters during 
and after exercise at a simulated altitude of 4,500 m. The main result of the 
present study was that supplementation modified the Th1/Th2 balance during 
and after exercise and skewed the cellular immune response in favour of a Th1 
response. 
A decrease in barometric pressure (Dine & Kreider, 2008; Ohkuwa et al., 
2003; Ortega et al., 2006) is  the main cause of high altitude hypoxic conditions. 
Our results demonstrated a reduction in SaO2 after volunteers spent two hours 
in a normobaric chamber with a concentration of 13.5% O2 that simulated an 
altitude of 4,500 m above sea level, which confirmed the results of previous 
studies (Tannheimer et al., 2002; Mazzeo, 2005; Cable et al., 2007; Pomidori et 
al., 2009). 
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The effects of exercise on cytokine production in conditions of high 
altitude are poorly understood (Walsh et al., 2011). Cytokine expression is 
highly variable, including the baseline condition (Moldoveanu et al., 2001). We 
found an increase in serum IL-6 post-exercise and at two hours of recovery in 
the hypoxia group. Conversely, TNF-α and INF-γ were unchanged, which was in 
agreement with Hagobian et al. (2006), who found that IL-6 remained elevated 
until 20 hr after moderate exercise at 55% VO2max at 4,300 m altitude, while the 
TNF-α was not changed. 
In our study, elevated IL-6 during exercise in hypoxia does not appear to 
critically mediate inflammation or even the maintenance of glucose, because 
there was no difference between groups, a finding that conflicts with previous 
studies (Peronnet et al., 2006; Rowbottom et al., 1995 and 1996; Bowtell et al., 
1999 and Robson-Ansley et al., 2011). The relationship between serum EPO 
and IL-6 suggests that circulating IL-6 may stimulate the production of EPO in 
human hepatocytes only in hypoxic conditions (Faquin et al., 1992; Klausen et 
al., 1997). Our results partially support this hypothesis, because the increase of 
IL-6 was accompanied by a 300% increase in EPO immediately after exercise 
and a 200% increase two hours after exercise, and in the hypoxia+carbohydrate 
group, the EPO had increased by approximately 100% immediately after 
exercise and by 70% at two hours after exercise. In the 
hypoxia+carbohydrate+glutamine treatment group, there was a 90% increase 
after exercise and a 70% increase two hours after exercise. 
EPO plays an important role in the response to hypoxia due to its 
hematopoietic functions and may contribute to the regulation of the immune 
response under hypoxic conditions. Yuan et al. (2008) demonstrated that 
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treatment with EPO reduced inflammation in an encephalomyelitis model, and 
Prutchi-Sagiv et al. (2008) suggested that EPO could enhance the activity of 
dendritic cell in cancer patients. 
EPO expression is controlled by hypoxia inducible factor 1 (HIF-1), which 
is induced by hypoxia (Erslev, 1991). In hypoxic environments, HIF-1 
expression is elevated, which may in turn regulate EPO and its action in 
adaptive immunity. The increase in HIF-α production induces a phenotypic 
switch in T helper lymphocytes (Th1) toward Th2, which acts through Th1 
inhibition, a reduction in interferon-gamma (IFN-γ) levels and elevated secretion 
of interleukin 10 (IL-10) (Eltzschig & Carmeliet, 2011). In contrast, our results 
showed that both supplemented groups increased their Th1 cellular immune 
response. 
Other studies have demonstrated that acute strenuous exercise at sea 
level alters plasma cortisol (Zaccaria et al., 2013) and IL-2 and IL-4 secretion by 
lymphocytes, which may promote an imbalance in the Th1/Th2 response that 
persists for more than 24 hours (Baum et al., 1997; Steensberg et al., 2001). 
However, no studies have examined the association between hypoxia and 
exercise in terms of the Th1/Th2 balance. 
The Th1/Th2 balance is regulated both by hormones, such as cortisol, 
and by cytokines, such as IL-2 and IL-4 (Zaccaria et al., 2013 and Zhao et al., 
2012). Cortisol plays a physiological role in the feedback inhibition of immune 
responses and inflammation to maintain homeostasis and modulates the 
expression of genes that initiate the innate immune response. Cortisol’s action 
on the adaptive immune response includes the regulation and balance of 
immune responses between Th1 and Th2 (Xiang & Marshall, 2011). Because 
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we did not observe any differences in cortisol concentration between the 
groups, our results suggest that, in this model, the regulation of the Th1/Th2 
balance is primarily due to cytokines. 
Th1 lymphocytes are characterised by the production of IL-2 and 
modulate the cellular immune response, whereas Th2 lymphocytes secrete IL-4 
and regulate the humoral immune response (Zhao et al., 2012). In our study, 
there was no difference in IL-2, but the production of IL-4 decreased in the 
supplemented groups compared to the hypoxia group in the pre- and post-
exercise and two-hours-after-exercise samples. These results suggest that 
supplementation modified the Th1/Th2 balance, tilting it in favour of a cellular 
immune response (Th1). The dietary supplementation used in this study yielded 
similar results in both hypoxia and normoxia, confirming previous studies in 
which carbohydrate (Lancaster et al., 2004) and glutamine (Yeh et al., 2005 and 
Chang et al., 1999) supplementation was able to modulate the Th1/Th2 balance 
in different conditions. 
Despite the effects of both supplementation strategies, likely causative 
mechanisms can be dissected. While carbohydrate supplementation promoted 
increased HSP-70, which has an anti-inflammatory role and stimulates the Th1 
immune response (Fang et al., 2011), the glutamine supplementation resulted 
in increased plasma glutamine concentration, which in turn can also stimulate 
the Th1 response (Yeh et al., 2005 and Chang et al., 1999). 
The exercise in the hypoxia group caused a decrease in glutamine 
(~50%), partially supporting the study by Bailey et al. (2000) that found a 
significant decrease in glutaminaemia after exposure to high altitude. However, 
Parry-Billings et al. (1990) suggest that a 10% decrease in plasma glutamine 
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concentration can already contribute to a transient immunosuppression after 
exercise. In our study, glutamine supplementation for 6 days increased serum 
glutamine concentration after exercise compared to baseline similarly to 
previous studies in normoxia (Krzywkowski et al., 2001; Hiscock et al., 2003). 
The mechanisms by which supplementation increased the glutamine in 
the hypoxia+carbohydrate+glutamine group are not known. However, we 
hypothesise that supplementation for 6 days prior to exercise may have caused 
an increase in muscle stores of glutamine, as there was no increase in the 
plasma concentration at baseline. The release of glutamine from the muscle 
occurs through a specific carrier type Nm mediated by various factors, including 
an increase in cortisol and decreased pH (Wagenmakers, 1998). In our study 
there was no difference in the concentration of cortisol in the 
hypoxia+carbohydrate+glutamine group. Alternatively, hypoxia decreases the 
muscle and blood pH (Yingjun & Xun, 2013), and it is possible that acidosis may 
have increased the release of glutamine from muscle into the circulation 
(Wagenmakers, 1998; Walsh et al., 1998; Smith et al., 2000, Roberts et al., 
1996; Brooks et al., 1994). Thus, muscle stores of glutamine may have been 
increased in the supplemented group, leading to the significant increase in the 
serum glutamine concentration observed post-exercise. 
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Conclusion 
We conclude that supplementation with glutamine and carbohydrates 
influences the Th1/Th2 balance in favour of a Th1 response after exercise at a 
simulated altitude of 4,500 m. We suggest that this occurs through an increase 
in the level of HSP-70 stimulated by carbohydrates and through an increase in 
the glutamine concentration. However, further investigation is needed to 
understand the exact mechanism. Furthermore, the nutritional strategies 
increased serum IL-6 concentration, suggesting a beneficial anti-inflammatory 
effect of the nutritional strategies studied. 
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Table 1 - Serum concentrations of SaO2, TNF-α, IL-6, INF-γ, EPO and HSP-70 
   GROUPS  
 Time Hypoxia Hypoxia + CHO Hypoxia + CHO + GLN 
SaO2 Basal 95,11 ± 1.54 95,23 ± 1.01  95,06± 0.83 
 Pre-exercise 85.22 ± 1.54 83.78 ± 1.01 83.67 ± 0.83 
TNF-α Basal 29.55 ± 12.00 19.50 ± 5.59 7.87 ± 0.70 
Pre-exercise 22.30 ± 11.14 106.13 ± 56.25 14.66 ± 6.45 
Post-exercise 28.18 ± 17.02 128.50 ± 64.98 25.08 ± 10.80 
After 2hours 24.94 ± 12.86 131.76 ± 70.69 12.14 ± 4.21 
IL-6 Basal 2.09 ± 0.57 2.20 ± 0.52 2.48 ± 0.38 
Pre-exercise 1.65 ± 0.32 1.96 ± 0.34 2.18 ± 0.30 
Post-exercise 3.72 ± 0.95 
CD 3.85 ± 1.17 2.77 ± 0.33 
After 2hours 3.46 ± 1.31 
D 2.56 ± 0.34 1.99 ± 0.29 
INF-γ Basal 16.45 ± 9.56 7.50 ± 1.68 32.23 ± 13.89 
Pre-exercise 20.19 ± 10.62 25.84 ± 12.16 50.99 ± 17.11 
Post-exercise 30.77 ± 13.74 27.59 ± 11.41 41.80 ± 14.02 
After 2hours 37.96 ± 14.37 33.79 ± 15.61 56.26 ± 18.21 
EPO Basal 9.10 ± 1.13 10.65 ± 2.36 11.78 ± 2.00 
Pre-exercise 17.75 ± 3.52 17.43 ± 4.85 13.50 ± 2.18 
Post-exercise 39.79 ± 16.93 20.60 ± 3.67 20.83 ± 4.87 
After 2hours 29.78 ± 6.38 17.28 ± 1.83 18.79 ± 3.88 
HSP-70 Basal 0.46 ± 0.02 0.45 ± 0.02 0.46 ± 0.02 
Pre-exercise 0.46 ± 0.02 0.45 ± 0.02 0.50 ± 0.03 
Post-exercise 0.51 ± 0.03 0.55 ± 0.03 
CD 0.54 ± 0.03 
After 2hours 0.53 ± 0.03 0.55 ± 0.03 
D 0.58 ± 0.04 
Serum concentrations of SaO2 (%), TNF-α, IL-6, INF-γ, EPO in pg/mL and HSP-70 in ng/mL. Results were 
described as mean ± standard error, Two Way ANOVA test, followed by post hoc Tukey, n = 9 
volunteers.  
C
was different from baseline group.
D 
was different pre-exercise.  For p<0.05. 
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Table 2 - Serum concentrations of Glucose, Glutamine, and Cortisol  
   GROUPS  
 Time Hypoxia Hypoxia + CHO Hypoxia + CHO + GLN 
GLUCOSE Basal 85.86 ± 2.80 
 
83.87 ± 0.98 
 
83.38 ± 2.10 
 
Pre-exercise 88.71 ± 2.05  96.04 ± 2.47  84.85 ± 2.21 
Post-exercise 125.59 ± 10.25 
CD
  130.45 ± 8.51
 CD
 121.11 ± 6.23
 CD
 
After 2hours 90.99 ± 2.57 
E
 
 
102.98 ± 4.28 
 
100.03 ± 5.79 
 
GLUTAMINE Basal 380.00 ±170.98  308.22 ± 85.19  206.89 ± 56.95  
Pre-exercise 312.44 ± 78.02  794.25 ± 434.29  388.44 ± 66.20 
Post-exercise 339.89 ± 64.15  411.67 ± 141.68  1135.56 ± 432.25 
C
  
After 2hours 147.25 ± 37.04  591.38 ± 141.71  734.67 ± 263.82 
CORTISOL Basal 1887.00 ± 147.29  1843.14 ± 169.30  1603.33 ± 183.67  
Pre-exercise 1283.20 ± 132.58  1937.71 ± 265.24 1883.71 ± 163.44  
Post-exercise 2131.57 ± 150.79  2138.14 ± 195.97  2202.67 ± 100.01  
After 2hours 1133.74 ± 224.34 
CE
 1812.57 ± 221.85  1655.17 ± 172.30  
Serum concentrations of Glucose (mg/dl), Glutamine (M/mL), and Cortisol (pg/mL). Results were 
described as mean ± standard error, Two Way ANOVA test, followed by post hoc Tukey, n = 9 
volunteers. 
C 
was different from baseline group. 
D 
was different from moment pre-exercise.
 E
 was 
different from moment post-exercise. For p <0.05. 
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Table 3 -  IL-6, IL-4, IL-2 production from lymphocyte 
   GROUPS  
 Time Hypoxia Hypoxia + CHO Hypoxia + CHO + GLN 
IL-6 Basal 1.02 ± 0.25 3.16 ± 1.22 A 3.00 ± 1.03 A 
Pre-exercise 1.72 ± 0.95 1.62 ± 0.75 1.42 ± 0.51 
Post-exercise 32.74 ± 17.40 2.26 ± 0.98 4.47 ± 2.79 
After 2hours 3.25 ± 1.62 1.92 ± 0.85 3.17 ± 1.27 
IL-4 Basal 169.00 ± 64.95 22.20 ± 6.06 22.80 ± 6.18 
Pre-exercise 47.40 ± 5.73 14.06 ± 9.03 A 8.40 ± 2.34 A 
Post-exercise 57.2 ± 6.64 10.00 ± 3.97 A 8.24 ± 4.74 A 
After 2hours 46.40 ± 8.80 10.22 ± 3.31 A 5.62 ±2.35 A 
IL-2 Basal 1.80 ± 0.82 11.37 ± 3.16 3.22 ± 0.76 
Pre-exercise 8.00 ± 1.10 7.37 ± 1.28 14.12 ± 3.53 
Post-exercise 7.70 ± 1.25 11.25 ± 2.02 10.12 ± 2.13 
After 2hours 6.51 ± 1.43 7.60 ± 0.79 5.70 ± 1.72 
Production of IL-6, IL-4, IL-2 by lymphocytes in pg/mL. Results were reported as mean ± standard error, 
Two Way ANOVA test, followed by post hoc Tukey test, n = 5 volunteers. 
A 
was different from hypoxia 
group. For p <0.05. 
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Abstract 
Introduction: In normoxia, carbohydrate and glutamine supplementation are 
classically known as methods to delay fatigue and reduce the effects of 
stressful exercise on physiological variables. The importance of carbohydrate 
and/or glutamine metabolism may increase during a state of hypoxia while 
exercising. Therefore, it is very important to elucidate the effects of 
supplementation in this condition. This study aimed to evaluate the effects of 
carbohydrate and/or glutamine supplementation on psychological performance 
and physiological variables during hypoxia induced by exercising. 
Methods: Nine physically active male volunteers underwent three sessions of 
exercise at 70% VO2peak until exhaustion: (1) hypoxia and placebo, (2) hypoxia 
and 8% maltodextrin supplementation (200 ml/20 minutes) and (3) hypoxia after 
6 days of supplementation with glutamine (20 g/day) and supplementation with 
8% maltodextrin (200 ml/20 minutes). All procedures were randomised and 
double blinded. The hypoxia simulated an altitude of 4,500 m. Lactate and 
glucose levels, heart rate (HR), hemoglobin O2 saturation (SaO2), Rating of 
Perceived Exertion (RPE), lactate/RPE, glucose/RPE, HR/RPE and SaO2/RPE 
were analysed. The parameters were assayed every 15 minutes during the 
exercise period. 
Results: The SaO2 decreased in the first two hours of exposure to hypoxia. 
There was an increase in RPE and a reduction in HR/RPE and SaO2/RPE in 
the three groups after 45 minutes of exercise, and these changes were 
attenuated by both supplementations. The lactate decreased during hypoxia 
while exercising. Lactate/RPE, glucose/RPE and glucose did not differ. 
Conclusion: We conclude that the hypoxic environment was able to change the 
physiological and psychological parameters assessed. However, the use of 
nutritional strategies, particularly glutamine supplementation, may attenuate the 
RPE changes, but it does not improve performance, as evidenced by the lack of 
a time difference to exhaustion between the groups. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: supplementation, carbohydrate, hypoxia, physical exercise, 
glutamine, RPE, lactate 
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Introduction 
Similar to endurance athletes who undergo exhaustive exercise training 
in an attempt to improve their performance (Duke et al., 2011), tourists, workers 
or even athletes compromise their performance when exposed to the stress of 
exercise and hypoxia (Snyder, 1998; Wong et al., 2000). 
These hypoxic environments, which are characteristic of mountainous 
regions at high altitudes (Mazzeo et al., 1994), significantly impact cognitive 
function (Nelson, 1982; Ortega et al., 2006). In addition, the physiological and 
metabolic responses are more exacerbated (Nieman, 1997). The hypoxic 
environment promotes deterioration in psychobiological characteristics, 
including memory, attention, decision making, and learning (Ortega et al., 
2006). The mood also suffers during hypoxia, diminishing the intellectual 
processes such as perceptions, representations and concepts, as well as by 
promoting depression, tension, confusion, fatigue and vigour (Lane et al., 2004; 
Pavlicek et al., 2005). Li et al. (2000) showed that tension, fatigue and vigour 
gradually worsen at altitudes above 6,000 m, even with exposure of less than 
one hour. 
Some studies suggest that the lactate/ Rating of Perceived Exertion 
(RPE) is an ideal indicator to assay the feeling of tiredness or weakness 
because it relates individual physiological and psychological aspects within the 
same scale (Snyder et al., 1993; Duke et al., 2011). It also can be used as an 
alternative in monitoring performance during exercise (Urhausen at al., 1995; 
Kellman, 2010). 
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However, in hypoxia, less is known about the RPE and the relationship of 
this scale with physiological markers. In addition, due to the effects of exercise 
and adverse environmental conditions on cognitive performance, there is a 
need to verify whether supplementation strategies used at sea level (Castell et 
al., 1996; McConell et al., 1999; Bowtell et al., 1999; Wong et al., 2000; 
Galloway et al., 2001) can prevent injuries to the physiological and 
psychological responses that are induced by hypoxia during exercise. 
Considering all the factors mentioned above, we hypothesise that 
hypoxia influences the perceived exertion and physiological markers of fatigue 
during exercise. Therefore, it is of great importance to elucidate the effects of 
carbohydrate and/or glutamine supplementation in hypoxic environments on 
these variables because the topic is scarce in the literature. The aim of this 
study was to evaluate the effects of supplementation with carbohydrates and 
glutamine on the RPE and physiological indicators during exercise at a 
simulated altitude of 4,500 m. 
 
Methods 
Participants 
This study was conducted with nine male volunteers that were healthy 
and physically active with the following physiological and anthropometric 
characteristics: age (years) 26.4 ± 3.5; body weight (kg) 76.8 ± 8.7; height (m) 
1.75 ± 0.0; BMI (kg/m2) 25.0 ± 2.3; VO2peak (ml/kg/min) 50.7 ± 5.6; maximum 
heart rate (bpm) 191.8 ± 9.2. The study procedures were approved by the 
Ethics Committee of the Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) - 
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(CEP-0620/09) and are in accordance with the guidelines set out in the 
International Declaration of Helsinki (1964). The sample size was determined by 
a site that is maintained by the Australian Government (National Statistical 
Service, 2012). 
Experimental Design 
The volunteers attended the laboratory for four days with one week 
intervals between each day. During the first day, all the information regarding 
the study was given, including the aims and procedures that the volunteers 
would undergo during the study. After explaining the study, volunteers read and 
signed the Informed Consent Form. Then, the volunteers underwent resting 
electrocardiogram and effort and spirometry. Within three weeks, the volunteers 
performed three exercise sessions randomly and blindly (in regards to 
supplementation) in the following groups: (1) hypoxia and placebo; (2) hypoxia 
and a placebo for glutamine, supplemented with 8% maltodextrin (200 ml/ every 
20 minutes during and two hours after exercise); and (3) hypoxia with glutamine 
supplementation (20 g/day for six days), supplemented with 8% maltodextrin 
(200 ml/ every 20 minutes during and two hours after exercise). Water  was 
consumed ad libitum during the entire course of the study. 
Supplementation 
The volunteers consumed a 200 ml solution of carbohydrate (8% 
maltodextrin strawberry flavour - Probiotic®) or placebo (Crystal Light® - Kraft 
Foods, Inc. strawberry) every 20 minutes during exercise and during the two 
hours after exercise. In regards to glutamine supplementation during the six 
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days prior to the test, the volunteers consumed 20 g/day of glutamine 
(Probiotic®) or placebo (corn starch 10 g + lactose 10 g) at night. 
Simulation of  hypoxia 
The study was conducted in a simulated altitude (normobaric chamber, 
CAT - Colorado Altitude Training™ / CAT-12® Air Unit), a normobaric chamber 
that simulates up to 4,500 m (equivalent to a barometric pressure of 433 mmHg 
and a fraction of inspired oxygen of 13.5% O2). 
 
Physical exercise 
The volunteers were escorted into the chamber, kept at rest during the 
first two hours, and then performed the exercise on a treadmill (LifeFitness® - 
9700HR) with a fixed 1% inclination and an intensity of 70% VO2peak until 
exhaustion. They then remained in the chamber in the hypoxic condition for an 
additional two hours for assessment of recovery. There was a six day interval 
between each test. All exercises were performed after fasting overnight to avoid 
possible dietary influences and to maintain an adequate metabolic 
frame/standard. The tests began at 7:30 am to avoid circadian influences. 
Determination of VO2peak 
To determine the VO2peak, the test was performed on a progressive 
intensity treadmill (LifeFitness® - 9700HR) with an initial velocity of 7.0 km/h and 
an increase of 1.0 km/h per minute until exhaustion. Exhaustion was defined as 
the inability to maintain the speed of the treadmill for 15 seconds or until the 
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volunteers solicited interruption, even after being encouraged to continue (Sassi 
et al., 2006). During the entire test, we used a fixed 1% inclination to simulate 
the physical test field (Doust & Jones, 1996). 
Heart rate monitoring was performed by individual paraphernalia (Polar®, 
Advantage Model NV), blood pressure was monitored via a 
sphygmomanometer and stethoscope, and perceived exertion was assessed 
using the Borg scale (6-20) (Borg, 1982). Respiratory parameters were 
analysed by a gas analyser (COSMED® Model Quark PFT - Pulmonary 
Function Testing - FRC & DLCO) using a facemask (Hans Rudolph® flow-by 
face mask). All procedures were performed after calibration according to the 
manufacturer's recommendations. 
 
Performance Evaluation 
Time to Exhaustion. The volunteers underwent exercise in a hypoxic 
environment at an intensity of 70% VO2peak until exhaustion. Exhaustion was 
defined as the inability to keep up with the treadmill speed for 15 seconds or 
until the volunteers sought the arrest of the fatigue test. 
Rating of Perceived Exertion (RPE). The perceived exertion was 
assessed every 15 minutes during exercise and performed by a subjective 
scale of perceived exertion ranging from 6-20 (Borg scale, 1982). 
Heart rate (HR). HR was measured every 15 minutes during exercise 
and performed using the Frequencymeter (Polar®, Advantage Model NV). 
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Lactate and glucose. The blood concentrations of lactate and glucose 
were measured every 15 minutes during exercise. For blood collections, the 
earlobe was punctured with a disposable lancet. The area was sterilised with 
70% etilic alcohol. A total of 25 µL blood was collected with a heparinised 
capillary and stored in tubes containing 50 µL of 1% sodium fluoride (NaF 1%). 
For each sample, one disinfection site was used to prevent contamination of the 
blood by sweat or other substances. All samples were stored in a freezer at 
80⁰C for proper conservation and further analysis. The lactate and glucose 
levels were determined by a lactate analyser electro-enzymatic SPORT YSI 
2300 (Yellow Springs Inc® - USA). 
Hemoglobin O2 saturation (SaO2). During all tests, the SaO2 of the 
volunteers was monitored with a finger oximeter (FingerPulse® model 
MD300C202), and the SaO2 was assessed before exercise and every 15 
minutes during exercise. 
 
Statistical Analysis 
Data normality was verified by the Shapiro-Wilk test. A descriptive 
analysis was performed by the mean ± standard error. The statistical analysis to 
verify the interactions of group versus time was performed with ANOVA for 
repeated measures followed by Tukey’s post-hoc test. The level of significance 
was set at p ≤ 5%. Statistics® 7.0 (StatSoft, Inc.) software was used for the 
statistical analysis.  
 
 
72 
 
 
Results 
Table 1 shows the physiological parameters evaluated. The lactate 
concentrations were significantly different at different time points (F=11.13, 
p=0.000). In the hypoxia group, there was an increase at baseline vs 15' 
(p=0.0001), baseline vs 30' (p=0.0001), and baseline vs 60' (p=0.0001). There 
was a significant difference of HR at different time points (F=298.86, p=0.000). 
There was an increase between baseline and 15' (p=0.0001), 30' (p=0.0001), 
45' (p=0.0001), and 60' (p=0.0001) in all three groups, except for the 60' time 
point in the hypoxia+carbohydrate+glutamine group (Table 1).  
At the different time points, the SaO2 showed a significant difference 
(F=5.89, p=0.00). We observed a reduction at 15' (p=0.03) and 30' (p=0.02) vs 
baseline in the hypoxia+carbohydrate+glutamine group.  
The RPE was significantly different among the time points (F=69.96, 
p=0.000). There was an increase between the 15' and 45' (p=0.0001) time 
points in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups, and between the 15' vs 
60' (p = 0.0001) timepoints in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups. 
The 30' vs the 45' (p=0.002) time point was different in the 
hypoxia+carbohydrate group. The 30' vs the 60' (p = 0.0001) time point was 
different in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups. The 45' vs the 60' (p 
= 0.0002) time point was only different in the hypoxia group (Table 1). There 
was no change in the glucose concentration. 
Table 2 presents the ratios between the physiological and psychological 
parameters. In relation to lactate and RPE, there was no significant difference. 
Glucose and RPE at the different time points showed a significant difference 
(F=4.00, p=0.01). There was a decrease between 15' vs. 60' (p=0.01) in the 
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hypoxia group. HR/RPE was significantly different in relation to time (F=64.25, 
p=0.000). There was a decrease in the 15' vs the 45' (p=0.0001) time point in 
the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups and in the 15' and 30’ vs. the 60' 
(p=0.0001) time point in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups. There 
was a reduction in the hypoxia+carbohydrate group between 30' vs 45' 
(p=0.008), while between 45' vs 60' (p=0.0001), the reduction occurred only in 
the hypoxia group. In addition, there was a significant interaction between the 
group and time in relation to HR/RPE (F=2.89, p=0.01). These differences show 
a reduction between 45' and 60' for all groups when compared to the 15' time 
point of the respective group (p=0.05) (Table 2).  
SaO2 showed a significant difference at different time points in the 
SaO2/RPE analysis (F=72.82, p=0.00). There was a decrease between 15' vs 
45' (p=0.0001) in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate group; 15' and 30’ vs 
60' (p=0.0001) in the hypoxia and hypoxia+carbohydrate groups; and 30' vs. 45’ 
(p=0.002) in the hypoxia+carbohydrate group (Table 2). 
 
Discussion 
In regards to the effects of cognitive performance under adverse 
environmental conditions, there is a need to verify whether supplementation 
strategies used at sea level (Castell et al., 1996; McConell et al., 1999; Bowtell 
et al., 1999; Wong et al., 2000; Galloway et al., 2001) can prevent a decrease in 
physiological responses and perceived exertion during hypoxia while exercising 
because these conditions can worsen cognition. Our aim was to evaluate the 
effects of carbohydrate and/or glutamine supplementation on RPE and 
physiological indicators during exercise at a simulated altitude of 4,500 m. 
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Cognitive functions and mood have an important role in the homeostasis 
of human behaviour (Adolphs, 2003). However, the hypoxic environment 
worsens psychobiological characteristics, including memory, attention, decision 
making and learning (Ortega et al., 2006). Hypoxia can also affect intellectual 
processes,  perceptions and concepts, as well as depression, tension, 
confusion, fatigue and vigour (Lane et al., 2004; Pavlicek et al., 2005). Some 
studies suggest that the combination of physiological and psychological 
biomarkers is the best parameter to measure exercise intensity and that these 
biomarkers indicate the degree of fatigue or tiredness (Duke et al., 2011; 
Snyder et al., 1993). Additionally, it can be used as an alternative to monitor 
performance during exercise (Kellman, 2010; Urhausen at al., 1995). 
The main feature of exposure to high altitudes is an inverse relationship 
between altitude and the oxygen partial pressure. As one ascends to a higher 
altitude, there is a reduction in PPO2 leading to a diminished SaO2 (Mazzeo, 
2005; Cable et al., 2007; Richard & Koehle, 2012). Thus, the physiological 
condition resulting from hypoxia affects brain function as well as other 
physiological systems that are dependent on 21% O2 to maintain SaO2 in 
approximately 98% of people at sea level (Sudarsky, 1990; Richard & Koehle, 
2012). In our results, there was a reduction in the SaO2 after two hours of 
exposure to a normobaric chamber with a 13.5% O2 concentration. However, a 
significant difference only occurred in the hypoxia+carbohydrate+glutamine 
group, which is represented by a reduction at 15' and 30' compared to the 
baseline. The SaO2 decrease is in accordance with studies from Tannheimer et 
al. (2002), Mazzeo (2005), Cable et al. (2007), and Pomidori et al. (2009), which 
confirm the efficiency of the model used to induce a hypoxic environment. 
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Perceived exertion (RPE) is an important indicator to measure the 
degree of fatigue or tiredness during exercise (Borg, 1982). As previously 
stated, the RPE and physiological indices rates could be used as biomarkers of 
exhaustion and fatigue (Duke et al., 2011; Snyder et al., 1993). The lactate/RPE 
is the most used biomarker at sea level because it indicates the effect of 
exercise intensity on fatigue and exhaustion (Duke et al., 2011). However, little 
is known about the relationship between physiological and psychological 
markers at high altitude.  
In the hypoxia group, there was an increase in RPE during exercise, 
similar to the RPE at sea level (Mielke et al., 2009), whereas in the 
supplemented groups the RPE increase was delayed, particularly in the 
hypoxia+carbohydrate+glutamine group. In fact, after glutamine 
supplementation, this attenuation was more pronounced because there was no 
difference between the RPE at the 15', 30' and 45' timepoints compared to 
baseline. Accordingly, glutamine may have contributed to the attenuation of 
RPE but not the performance because the time to exhaustion was similar for all 
three groups. Despite these changes in the RPE, there was no difference in 
lactate/RPE and glucose/RPE, and there was no difference in the blood glucose 
level. 
Previous studies have shown that the administration of glucose at sea 
level and after a physically stressful event may improve cognitive performance, 
particularly memory and mood state (Messier, 2004; Riby, 2004; Sünram-Lea et 
al., 2011). In our study, hypoxia, as it relates to blood glucose, was not 
responsible for promoting the change in RPE. 
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Lactate is a classic marker for evaluating exercise intensity (Snyder et 
al., 1993) at sea level. However in hypoxic environments, lactate concentration 
may worsen due to the lactate paradox, an unexpected reduction even during 
exercise at high altitude (West, 2007). This was evidenced in our study by  a 
20% reduction in the lactate concentration between 15' and 60' in the hypoxia 
group, whereas the reduction in the hypoxia+carbohydrate group was 
approximately 10%. In the group supplemented with glutamine,  there was just 
one volunteer who could reach 60' of exercise, so the difference between 15' 
and 45' had to be considered, which could be a limitation of this study. In this 
group, the decrease in lactate was approximately 20%. This percentage 
suggests that supplementation with carbohydrate and/or glutamine could 
attenuate the effects of the lactate paradox. One proposed mechanism for the 
lactate paradox in hypoxia could be a behavioural response coordinated by the 
brain to regulate the recruitment of glucose from skeletal muscle. This leads to 
exhaustion and interruption of the exercise, most likely to protect the brain from 
hypoxia (Imray et al., 2005; Nybo & Rasmussen, 2007). 
We also proposed other rates that may be useful to study the connection 
between physiological and psychological aspects during exercise, particularly in 
hypoxia. The HR/RPE proved to be more reliable in hypoxia than lactate/RPE. 
In our study, the supplemented groups showed a more attenuated reduction at 
60' (23% and 10% respectively for the hypoxia+carbohydrate and 
hypoxia+carbohydrate+glutamine groups) in relation to the hypoxia group, 
which showed a reduction of approximately 28%. Even though the difference 
between times 15' and 45' had to be analysed in the 
hypoxia+carbohydrate+glutamine group, the attenuation with glutamine 
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supplementation was more evident; therefore, we can consider that the RPE 
was greater than the effort and that the supplement contributed to the slow 
increase of RPE. 
Carbohydrate supplementation at sea level exhibits a strong influence on 
performance (McConell et al., 1999). The effect during hypoxia should be even 
greater because in this condition, the carbohydrates used for the production of 
energy are more intense (Brooks et al., 1991). However, unlike what occurs at 
sea level, this strategy did not improve the performance at 4,500 m. Glutamine 
has several positive effects on the performance at sea level, including its role in 
acid-base balance, ammonia transport between tissues and the donation of 
carbon skeleton for gluconeogenesis (Parry-Billings et al., 1992; Bowtell & 
Bruce et al., 2002). During hypoxia, however, supplementation with 
carbohydrates was not effective in delaying fatigue. Thus, the time to 
exhaustion was not different among the groups, confirming a previous study 
performed at sea level (Khorshidi-Hosseini & Nakhostin, 2013). 
 
Conclusion 
We conclude that supplementation with carbohydrate and/or glutamine 
was not effective in changing the time to exhaustion; however, it mitigated the 
effects of hypoxia on RPE, particularly in the group supplemented with 
glutamine. This could improve the deleterious effect of hypoxia on intellectual 
processes and on the function of perceptions and concepts. Additionally, the 
lactate/RPE and HR/RPE ratios behaved differently, suggesting that at high 
altitudes, these indices should be used because changes in RPE can 
differentiate the significance of these relationships. 
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Table 1 – Biomarkers of performance. 
   GROUPS  
 Time Hypoxia Hypoxia + CHO Hypoxia + CHO+ GLN 
 Exhaustion      33.33 ± 6.00       33.33 ± 6.50           28.33 ± 5.27 
LACTATE Basal 0.97 ± 0.10 0.98 ± 0.08 0.97 ± 0.09 
15’ 4.55 ± 0.71C 5.01 ± 0.65 4.73 ± 0.90 
30’ 5.37 ± 1.39C 4.72 ± 0.75 4.16 ± 0.75 
45’                    3.66 ± 0.77 3.63 ± 0.72 3.77 ± 0.54 
 60´ 3.72 ± 0.79
C 4.40 ± 1.12 1.59 
GLUCOSE Basal 62.20 ± 3.28 58.03 ± 1.80 60.13 ± 2.18 
15’ 73.87 ± 3.86 77.30 ± 4.86 68.70 ± 5.15 
30´ 109.45 ± 25.47 86.96 ± 8.36 81.15 ± 4.75 
45´ 70.70 ± 4.57 102.23 ± 14.82 99.60 ± 10.77 
60´ 69.45 ± 1.48 87.75 ± 7.56 63.60 
HR Basal 76.78 ± 2.47 77.11 ± 2.62 75.67 ± 1.69 
15’ 168.00 ± 4.30C 169.44 ± 5.43C 164.11 ± 6.14C 
30’ 169.83 ± 5.03C 163.20 ± 5.22C 159.40 ± 5.04C 
45´ 163.00 ± 2.84C 163.00 ± 4.92C 160.50 ± 6.36C 
60’ 163.50 ± 3.06C 169.00 ± 4.71C 147.00 
SaO2 Basal 85.22 ± 1.54 83.78 ± 1.01 83.67 ± 0.83 
15’ 78.89 ± 1.08 78.67 ± 1.33 80.11 ± 1.05C 
30’ 80.67 ± 1.44 80.20 ± 2.17 79.80 ± 1.09C 
45´ 80.00 ± 0.33 79.50 ± 1.13 80,50 ± 0.70 
60’ 81.00 ± 0.47 77.00 ± 1.88 74.00 
RPE Basal - - - 
15’ 12.78 ± 1.16 14.33 ± 1.28 13.78 ± 1.46 
30’ 13.67 ± 0.86 15.00 ± 1.47 13.60 ± 1.34 
45´ 16.14 ± 1.23 D 16.25 ± 1.16 DE 13.00 ± 1.41 
60’ 16.50 ± 0.23 DEF 17.50 ± 0.70 DE 14.00  
Results time exhaustion (min), lactate (mmol/l), glucose (mg/dl), HR (bpm), SaO2 (%) and RPE (scale 6-
20) described as mean ± standard error, Two Way ANOVA test, followed by post hoc Tukey, n = 9 
volunteers. 
C
was different from baseline group.
D 
was different from the time 15'.
 E
was different from 
the time 30'. 
F
 was different from the time 45 '. For p <0.05. 
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Table 2 –  Ratio between Biomarkers of performance 
   GROUPS  
 Time Hypoxia Hypoxia + CHO Hypoxia + CHO + GLN 
LACTATE/RPE Basal - - - 
15’ 0.35 ± 0.03 0.36 ± 0.03 0.34 ± 0.04 
30´ 0.40 ± 0.09 0.29 ± 0.03 0.30 ± 0.04 
45´ 0.25 ± 0.04 0.23 ± 0.04 0.25 ± 0.01 
60´ 0.22 ±0.04 0.24 ± 0.05 0.11 
GLUCOSE/RPE Basal - - - 
15’ 6.14 ± 0.59 5.85 ± 0.71 5.31 ± 0.46 
30’ 8.07 ± 1.78 5.53 ± 0.47 5.87 ± 0.46 
45´ 4.89 ± 0.46 6.18 ± 0.63 6.85 ± 0.39 
60’ 4.21 ± 0.02 D 4.97 ± 0.23 4.54 
HR/RPE Basal - - - 
15’ 13.84 ± 0.98 12.63 ± 1.19 12.94 ± 1.28 
30’ 12.76 ± 0.73 11.20 ± 1.04 12.02 ± 1.05 
45´ 11.45 ± 1.24 D 10.44 ± 0.85 DE 11.67 ± 0.90 D 
60’ 9.91 ± 0.04 DEF 9.68 ± 0.12 DE 10.50  
SaO2/RPE Basal - - - 
15’ 6.63 ± 0.65 5.95 ± 0.68 6.43 ±0.76 
30’ 6.08 ± 0.38 5.27 ± 0.55 5.92 ± 0.55 
45´ 5.66 ± 0.69 D 5.05 ± 0.33 DE 5.90 ± 0.58 
60’ 4.92 ± 0.09 DE 4.41 ± 0.07 DE 5.29  
Ratio results described as mean ± standard error, Two Way ANOVA test, followed by post hoc Tukey, 
n = 9 volunteers. 
C
was different from baseline group.
D 
was different from the time 15'.
 E
was different 
from the time 30'. 
F
 was different from the time 45'. For p <0.05. 
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6- CONCLUSÕES 
 
O presente estudo observou que as suplementações modificaram o balanço 
Th1/Th2 sugerindo que as estratégias utilizadas com carboidrato e glutamina foram 
capazes de modular o balanço Th1/Th2, direcionando para uma resposta imune celular 
(Th1).  
As suplementações com carboidrato e glutamina não foram eficaz em alterar o 
tempo de exaustão, porém atenuaram os efeitos da hipóxia sobre a PSE especialmente 
no grupo suplementado com glutamina. Tal efeito pode ter ocorrido devido a outros 
mecanismos, que não a glicemia ou SaO2. 
As relações lactato/PSE e FC/PSE comportaram-se de forma diferente, 
sugerindo que essas escalas em altitude devem ser utilizadas com cautela, já que as 
modificações na PSE podem diferenciar o significado dessas relações.  
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8- ANEXOS 
 
Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
 
 
Efeitos da suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exercício na hipóxia 
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Anexo 2 - Termo de Consentimento livre e Esclarecido 
Efeitos da Suplementação com Carboidrato e Glutamina sobre parâmetros imune e 
inflamatório durante e após exposição na hipóxia. 
 
Desenho do estudo e objetivo(s) 
Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste 
estudo, que visa avaliar se a realização de exercícios em altitudes diferentes tem 
efeitos diferentes sobre o sistema imunológico e o metabolismo. 
 
Descrição dos procedimentos que serão realizados, com seus propósitos e 
identificação dos que forem experimentais e não rotineiros 
Todos os voluntários serão submetidos a: (I) um eletrocardiograma de repouso e 
esforço; (II) um teste ergométrico na esteira para autorização de participação do 
estudo, (II) 4 sessões de exercício agudo na esteira, em ambiente que simule as 
altitudes (4500m) ou nível do mar com sem suplementação. Antes da entrada na 
câmara, imediatamente antes e após cada sessão de exercício e após duas horas de 
recuperação será retirado 10 ml de sangue para dosagens sanguíneas e 3 ml de saliva 
para avaliação substâncias que podem indicar os efeitos do exercício e da altitude 
sobre o sistema imunológico.  
 
   Relação dos procedimentos rotineiros e como são realizados 
Os voluntários comparecerão ao laboratório em 6 dias e intervalo de 1 semana entre 
cada dia. O primeiro dia todas as informações relativas ao projeto serão dadas tais 
como objetivos e procedimentos a que os voluntários serão submetidos nos dias 
subsequentes. Ao final das explicações os voluntários tomarão ciência do Termo de 
Consentimento e estando de acordo com o estudo o assinarão. Após a assinatura os 
voluntários serão submetidos ao eletrocardiograma de repouso e esforço que 
consistirá de um exercício com intensidade crescente simultaneamente às coletas dos 
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registros do eletrocardiograma, o exercício começará com intensidade baixa até atingir 
a velocidade determinada. No dia 2 os voluntários serão submetidos a um teste com 
intensidades progressivas até a exaustão voluntária para determinação dos 
parâmetros ventilatórios durante o exercício e podermos determinar a velocidade de 
realização dos exercícios nos outros dias. No terceiro, quarto, quinto e sexto dia os 
voluntários realizarão uma sessão de exercício a 4500m até a exaustão com e sem 
suplementação. Os voluntários deverão chegar com pelo menos 30 minutos de 
antecedência ao laboratório, onde ficarão aguardando em repouso até a realização 
dos testes. Nos dias do exercícios simulando a situação de altitude, os voluntários 
serão expostos à situação de altitude durante uma tarde, o que inclui: exposição 
previa ao exercício, depois uma sessão de exercício até a exaustão e um período de 
recuperação 2 duas horas. 
 
Descrição dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 3 e 4 
Os riscos para os voluntários são mínimos uma vez que todos os exercícios serão 
realizados seguindo as normas internacionais e com relação aos desconfortos estes 
também serão mínimos no que diz respeito ao exercício físico e a coleta de sangue. 
Com relação aos efeitos da altitude, como a exposição será por um período pequeno 
de tempo e os exercícios serão realizados em intensidades moderadas, o voluntário 
não deverá sentir os efeitos leves. Após o final do exercício a recuperação será da 
mesma forma com uma ligeira sensação de cansaço devido à realização do exercício.  
 
Benefícios para o participante 
A partir dos resultados encontrados será possível avaliarmos os efeitos da 
suplementação com carboidrato e glutamina sobre parâmetros imunológicos e 
inflamatórios. 
Garantia de acesso 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 
pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr. 
Ronaldo Vagner Thomatieli dos Santos que pode ser encontrado no CEPE, Rua Prof. 
Francisco de Castro, 93 - Vila Clementino. Telefone(s) (11) 5572-0177. Se você tiver 
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alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571-1062, 
FAX: 5539-7162 – E-mail: cepunifesp@epm.br 
 
Desistência da participação no estudo 
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na 
Instituição. 
 
Direito de confidencialidade 
As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros voluntários, não 
sendo divulgada a identificação de nenhum voluntário. 
 
Atualização sobre os resultados parciais 
Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando 
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores 
 
Despesas e compensações 
Não haverá em qualquer hipótese qualquer tipo de despesas ou compensações para os 
voluntários como retribuição pela participação no estudo. 
 
Dano pessoal 
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a 
tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente 
estabelecidas.  
 
Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente 
para esta pesquisa  
Todo o material coletado e todos os resultados coletados nesse estudo serão utilizados 
somente nessa pesquisa. 
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou 
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo: Efeitos da Suplementação com 
Carboidrato e Glutamina sobre parâmetros imune e inflamatório durante e após 
exposição na hipóxia. 
Eu discuti com o Dr. Ronaldo Vagner Thomatieli dos santos sobre a minha decisão em 
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 
hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e 
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o 
mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 
adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
 
--------------------------------------------------------------------------- 
Assinatura do paciente/representante legal           -                            Data ___/___/____ 
 
----------------------------------------------------------------------------- 
Assinatura da testemunha para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, 
semianalfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual -      Data ___/___/___ 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
-------------------------------------------------------------------------  
Assinatura do responsável pelo estudo      -                                           Data          /       /        
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Anexo 3 - Escala de Borg para classificação do esforço percebido 6-20. 
 
 
100 
 
 
Anexo 4 – Colorado Mountain Room  - Simulador de Hipóxia 
 
       
 
 
1- Câmara adaptada no qual o voluntário permaneceu às 5h durante o 
experimento, 
 
2- Quatro unidades de ar que foram instaladas do lado de fora da câmara, o que 
permite a troca gasosa (aumento de nitrogênio e redução de O2), 
 
3- Display que exibe a altitude simulada em tempo real, mensurada por um 
módulo que contém uma célula de O2 sensível a variações de O2.  
 
2 
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